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RESUMO

Persea americana (abacateiro) e Musa x paradisiaca (bananeira) sdo espécies
cultivadas em todo o globo. Suas folhas sdo comumente utilizadas na producéo de
extratos ditos terapéuticos, sendo ja relatada a presenca de moléculas bioativas
como compostos fendlicos em ambas as espécies e uma arabinogalactana-proteina
(FRAGP) para o abacateiro. Na presente tese foram avaliadas a composi¢ao
guimica de compostos fendlicos e atividade antioxidante de extratos hidroalcodlicos
de ambas as espécies. Além disso, para as folhas de P. americana, foi realizado um
estudo sobre a estabilidade dos compostos fendlicos frente a diferentes condi¢cdes
experimentais e outro sobre a avaliacdo da FRAGP sobre a modulacdo da via
classica do sistema complemento. Extratos hidroalcodlicos das folhas do abacateiro
(EHP) e bananeira (EHM) apresentaram altos teores de carboidratos (508,5 + 85,8 e
646,1 + 59,8 ug/mg, respectivamente) e compostos fendlicos (237,1 £ 25,1 e 119,2 +
1,1 yg/mg, respectivamente). As concentragcdes de proteinas (124,6 + 25,4 e 112,1 +
20,9 yg/mg, para EHP e EHM, respectivamente) e acidos urdnicos (10,6 + 2,7 e 9,7
+ 3,6 ug/mg, para EHP e EHM, respectivamente) foram baixos e semelhantes para
ambas os extratos. Devido a maior concentracdo de compostos fendlicos, a
atividade antioxidante da extrato EHP foi maior do que em EHM pelos métodos in
vitro de captacdo do radical DPPH (EC50% 57,8 £+ 54 e 194,3 £ 5,3 pg/mL,
respectivamente) e poder redutor. Pelo menos 19 compostos fendélicos em EHP, em
sua maioria flavonoides (flavan-3-ols e flavonols glicosilados), foram identificados
por CL-EM. Altas temperaturas de secagem das folhas de P. americana reduziram
significativamente a concentracdo de compostos fendlicos de extratos resultantes. A
concentracdo de compostos fenolicos variou de 130,0 £ 7,6 a 233 + 36,8 ug/mg,
sendo maior na extrato de folhas liofilizadas e menor na extrato de folhas secas a
temperatura de 90 °C. O poder redutor e a captacéo de radicais DPPH (EC50% 53,4
+1,1a110,4 £ 11,8 pg/mL para o extrato S60 e S100, respectivamente) também foi
diminuido em extratos submetidos a altas temperaturas de secagem. Além disso, em
solucdo, os compostos fendlicos de P. americana apresentam grande estabilidade
guando submetido as altas temperaturas ou estocagem. Altas temperaturas néo
foram capazes de alterar a concentracdes de compostos fenodlicos (197,4 + 9,5 a
259,3 + 28,4 ug/mg), atividade de captacao do radical DPPH (61,5+1,7a 77,8 £ 8,1
pg/mL ) e poder redutor, do extrato EHP. A mesma estabilidade foi observada
qguando EHP foi submetido a estocagem em refrigerador 4 °C (fendlicos de 201,6 +
8,0 a 250,8 + 6,6 pug/mg; DPPH EC50 de 57,9 + 14,0 a 91,1 £ 7,1 pg/mL) e
temperatura ambiente 25 °C (fendlicos de 225,4 + 20,4 a 271,5 + 33,8 ug/mg; DPPH
EC50% de 48,5 + 14,4 a 81,7 £ 3,8 pug/mL), por até 10 meses. As folhas do
abacateiro foram submetidas a extracdo aquosa e apOs diversas etapas de
purificacdo, originando a fracdo FRAGP com rendimento de 0,26 % (m/m) em
relacdo a massa das folhas secas. Esta fracdo apresentou altos teores de
carboidratos (767,7 £ 28,9 ug/mg) e baixos teores de proteinas (46,3 + 3,4 ug/mg),
acidos urdnicos (11,2 £ 6,7 ug/mg) e compostos fendlicos (8,7 + 2,2 ug/mg). Esta
fracdo apresentou cerca de 22,5 % m/m pelo ensaio de dosagem de AGP, utilizando
o reagente B-GlcY (single diffusion). Analises CG-EM, metilagdes seguidas de CG-
EM e RMN (*H e 'H/*C — HSQC) sugerem a presenca de um estrutura do tipo
arabinogalactana (tipo 2) altamente ramificada e formada por pelo menos cinco
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monossacarideos (Araf, Galp, Glcp, Rhap e Xylp) distribuidos em diversas ligacdes
quimicas. A cadeia principal glicidica é formada por Galp (1—3) altamente
ramificada em O-6 por cadeiais laterais de Araf em diversas ligagdes diferentes e em
menores quantidades Galp, Glcp, Rhap e Xylp. Por fim, a arabinogalactana-proteina
das folhas de P. americana (FRAGP) foi capaz de inibir a via classica de ativacdo do
sistema complemento humano, com valores de 1C50% de 2,97 e 17,48 pg/mL em
teste de fixacdo do sistema complemento com e sem pré-incubacdo,
respectivamente. As folhas de ambas as espécies sdo promissoras fontes de
compostos fendlicos antioxidantes, sendo mais evidente para o abacateiro. Além
disso, a fragio FRAGP se mostrou como um potencial inibidor do sistema
complemento.

Palavras chave: Persea americana, Musa paradisiaca, fendlicos, antioxidantes,
arabinogalactanas-proteinas, sistema complemento.
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ABSTRACT

Persea americana (avocado tree) and Musa x paradisiaca (banana tree) are both
species cultivated all over the globe. Its leaves are commonly used as therapeutics
extracts and the presence of phenolic compounds and an arabinogalactan-protein for
have been already reported. Chemical composition of phenolic compounds and
antioxidant activity of hydroalcoholic extracts of both species were evaluated. In
addition, for P. Americana leaves, a study was performed on the stability of phenolic
compounds against different experimental conditions and another on the evaluation
of FRAGP on the modulation of the classical pathway of the complement system.
Hydroalcoholic extracts from avocado (EHP) and banana (EHM) leaves presented
high carbohydrate contents (508.5 + 85.8 and 646.1 + 59.8 ug/mg, respectively) and
phenolic compounds (237.1 = 25, 1 and 119.2 + 1.1 ug/mg, respectively). Protein
(124.6 £ 25.4 and 112.1 £ 20.9 pg/mg for EHP and EHM, respectively) and uronic
acids concentrations (10.6 + 2.7 and 9.7 + 3.6 ug/mg for EHP and EHM, respectively)
were low and similar for both fractions. The levels of phenolic compounds and
antioxidant activity was higher for EHP than fraction EHM by the in vitro DPPH
radical scavenging (EC50% 57.8 £ 5.4 and 194.3 + 5.3 pyg/mL, respectively) and
reducing power method. At least 19 phenolic compounds in EHP, mostly flavonoids
(flavan-3-ols and glycosylated flavonols), were identified by LC-MS. Higher drying
temperatures of P. americana leaves appear to decrease the phenolic compounds
levels. The concentration of phenolic compounds varied from 130.0 + 7.6 to 233 +
36.8 ug/mg, higher in the lyophilized fraction and lower in the fraction dried at 90 °C.
Reducing power and DPPH radical uptake (EC50% 53.4 £ 1.1 to 110.4 £ 11.8 pg/mL
for S60 and S100 fraction, respectively) was also reduced in fractions subjected to
higher drying temperatures. In addition, in solution, the phenolic compounds of P.
americana exhibit great stability when subjected to temperature or storage. Even
higher temperatures wasn’t able to change the concentrations of phenolic
compounds (197.4 + 9.5 to 259.3 + 28.4 ug/mg), DPPH radical uptake activity (61.5 +
1.7t0 77 , 8 £ 8.1 ug/mL) and reducing power of the EHP fraction. The same stability
was observed when EHP was subjected to cold storage at 4 °C (phenolics from
201.6 + 8.0 to 250.8 + 6.6 ug/mg, DPPH EC50% from 57.9 + 14.0t0 91, 1 + 7.1

pug/ml) and room temperature 25 °C (phenolics from 225.4 + 20.4 to 271.5 + 33.8
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pug/mg; DPPH EC50% from 48.5 £ 14.4 to 81, 7 £ 3.8 pyg/mL) for up to 10 months.
The the avocado leaves were submitted to aqueous extraction and after several
purification, gave rise of the FRAGP fraction with a yield of 0.26% (w/w) in relation to
dried leaves mass. This fraction had high carbohydrate contents (767.7 + 28.9
Mg/mg) and low protein (46.3 + 3.4 ug/mg), uronic acids (11.2 + 6.7 yug/mg) and
phenolic compounds contents (8.7 + 2.2 pg/mg) This fraction showed about 22.5%
m/m by the AGP assay using the reagent B-GlcY (single diffusion). GC-MS,
methylations followed by GC-MS and NMR (*H and *H/**C-HSQC) analysis suggest
the presence of a highly branched arabinogalactan-protein (type 1l) formed by at least
five monosaccharides (Araf, Galp, Glcp, Rhap and Xylp) in several chemical bonds.
The glycosidic backbone is formed by Galp (1—3) highly branched at O6 by side
chains mainly formed by Araf in several different bonds and smaller amounts of Galp,
Glcp, Rhap and Xylp residues. Finally, the arabinogalctan-protein from P. americana
leaves (FRAGP) was able to inhibit the classical pathway activation of human
complement system, with IC50% values of 2.97 and 17.48 pg/mL in complement
fixation test with and without preincubation, respectively. The leaves of both species
are promising sources of phenolic antioxidant compounds, being more evident for the
avocado leaves. In addition, AGP has been shown to be able to modulate the

complement system by classical pathway.

Key-words: Persea americana, Musa paradisiaca, phenolics, antioxidants,
arabinogalactan-proteins, complement system.
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EA - Extrato aquoso

EAP - Extrato aquoso precipitado

EAPS - Extrato aquoso precipitado soluvel

EHP - Extrato hidroalcoolico das folhas de Persea americana
EHM - Extrato hidroalcodlico das folhas de Musa x paradisiaca
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FRAGP - Fracdo AGP das folhas de P. americana

S40 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 40 °C
S50 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 50 °C
S60 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 60 °C
S70 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 70 °C
S90 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 90 °C
S100 - Extrato hidroalcodlico de folhas secas a 100 °C
SL - Extrato hidroalcodlico de folhas liofilizadas

T40 - Extrato EHP submetido a temperatura de 40 °C
T50 - Extrato EHP submetido a temperatura de 50 °C
T60 - Extrato EHP submetido a temperatura de 60 °C
T70 - Extrato EHP submetido a temperatura de 70 °C
T80 - Extrato EHP submetido a temperatura de 80 °C
T90 - Extrato EHP submetido a temperatura de 90 °C
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais representam uma imensa fonte de novos farmacos e
medicamentos. Além disso, seu uso pela cultura popular, na forma de chas, tinturas,
compressas, etc. tem se mostrado uma eficaz alternativa no tratamento de diversas
doencas humanas (LAMEIRA & PEREIRA PINTO, 2008). Entre os compostos de
interesse terapéutico, destacam-se os compostos fendlicos. Estes compostos sédo
metabolitos secundarios diretamente relacionados a atividade antioxidante de
extratos vegetais (DJERIDANE, et al., 2006; TURKMEN, SARI & VELIOGLU, 2006;
JAVANMARDI, et al., 2003; VELIOGLU, et al., 1998), entretanto, a concentracao de
compostos fendlicos pode ser influenciada por diversos fatores, desde a
manipulacdo da porgdo vegetal in natura até a estocagem do extrato resultante
(MONTORO et al., 2006; ARABSHAHI-DELOUEE & UROOJ, 2007; KATSUBE et al.,
2009).

As folhas de ambas as espécies em estudo (P. americana e M. paradisiaca)
sdo comumente utilizadas na cultura popular para o combate de diversos quadros
patolégicos, sendo previamente relatada a presenca de compostos fendlicos em
extratos das folhas (ASAOLU et al., 2010; PEIXOTO et al., 2013). Além disso, outra
biomolécula vegetal de interesse terapéutico (arabinogalactana-proteina, AGP) foi
antes relatada para as folhas de P. americana (YAMASSAKI, 2013). Trata-se de
uma familia de glicoproteinas com diversas aplicacdes terapéuticas descritas, em
especial a de modulacdo do sistema complemento (YAMADA et al., 1985; GONDA
et al, 1990; PAULSEN, 2001). Neste sentido, uma vez desconhecidas, a composicao
guimica e atividade antioxidante de compostos fendlicos das folhas de ambas as
espécies bem como estrutura e a atividade frente ao sistema complemento da AGP

(P. americana), devem ser melhores exploradas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Persea americanana Mill., o abacateiro

O abacateiro (FIGURA 1) é uma espécie nativa da regido da América
Central e México, mas atualmente cultivado em diversos paises, inclusive no Brasil.
Possui grande interesse comercial devido ao seu fruto (abacate), o qual € rico em
sais minerais (sodio, fosforo e ferro), vitaminas A, C e do complexo B e em energia
(glicidios e lipidios).

FIGURA 1 — Persea americana, O ABACATEIRO.

FONTE: http://www.infoescola.com/frutas/abacate/;
http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/abacate/abacate-2.php;
http://www.umpedeque.com.br/site_umpedeque/arvore.php?id=687

NOTA: a) Detalhe das folhas; b) Imagem panoramica de um individuo; c) Detalhe do fruto e semente.

As folhas do abacateiro sdo comumente utilizadas na medicina popular na

forma de infusdes ditas diuréticas, antirreumaticas, carminativas, antianémicas,
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antidiarréicas, e anti-infecciosas (ALONSO, 2004; LORENZI & ABREU MATOS,
2008). Alem disso, foram cientificamente relatadas atividades hipoglicemiante (BRAI,
ODETOLA & AGOMO, 2007), antiviral (DE ALMEIDA et al., 1998), analgésica, anti-
inflamatéria (ADEYEMI, OKPO & OGUNTI, 2002), anticonvulsivante (OJEWOLE &
AMABEOKU, 2006) e antioxidante (ASAOLU et al., 2010) de fracdes decorrentes
das folhas de P. americana.

As folhas apresentam metabdlitos secundarios como alcaloides, taninos,
saponinas, terpenos e flavonoides (quercetina, catequina, epicatequina e cianidina)
(ADEYEMI, OKPO & OGUNTI, 2002; ALONSO, 2004; ASAOLU et al., 2010).
Especificamente, os compostos fendlicos e flavonoides foram quantificados em um
extrato metandlico apresentando 1,22 + 0,52 % e 0,58 + 0,09 %, respectivamente
(ASAOLU et al., 2004). YAMASSAKI (2013) encontrou 21,1 e 17,6 % de compostos
fendlicos para extrato hidroalcodlico e aquoso, respectivamente, enquanto JIMENEZ
et al., 2017 relataram 3,7 mg/g de folhas frescas. A composicao do 6leo essencial é
diversa, apresentando estragol, metilchavicol, a-pineno, B-pineno, metileugenol,
cineol e limoneno (ALONSO, 2004). Quanto aos polissacarideos, foi identificada a
presenca de uma AGP no extrato aquoso, entretanto a estrutura ndo foi plenamente
caracterizada (YAMASSAKI, 2013).

2.2. Musa x paradisiaca L., a bananeira

O termo “Musa paradisiaca” foi primeiramente dado por Carl Linneaus,
sendo este termo utilizado até hoje para fins praticos. Ernerst Cheesman, em 1947,
relatou que a planta identificada por Linneaus, de fato, ndo representava uma
espécie em si, mas sim um hibrido entre duas espécies selvagens, Musa acuminata
e Musa balbisiana (CHEESMAN, 1947). Neste sentido, alguns autores utilizam o
termo Musa x paradisiaca para dar énfase a caracteristica de hibrido desta planta.
Atualmente, devido ao imenso comércio de bananas, criaram-se tantas variedades
de bananeiras ao ponto que o sistema de classificagdo binomial, criado pelo proprio
Linneaus, seja simplorio e ineficiente para a classificacdo de bananeiras cultivadas.
Devido a esta necessidade, foi desenvolvido um sistema de classificacdo proprio
para variedades de bananeiras cultivadas. Este sistema classifica as variedades de
acordo com ploidia e origem da carga genética (SIMMONDS & SHEPHERD, 1955).
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Por exemplo, a variedade “prata” (utilizada neste trabalho) é representada como
Musa AAB, ou seja, trata-se de uma variedade triploide com duas cargas genéticas
oriundas da espécie Musa acuminata e uma da Musa balbisiana (BORGES, SOUZA
& TRINIDADE, 2004).

As bananeiras (FIGURA 2) representam umas das plantas mais cultivadas
no mundo devido ao intenso comeércio/consumo do seu fruto, a banana. Atualmente,
a producdo anual de banana in natura gira em torno de 68 milhdes de toneladas,
sendo o Brasil uns dos maiores produtores mundiais, junto com a india, China e
Equador (FIORAVANCO, 2003; BORGES, SOUZA & TRINIDADE, 2004).

i

>

FIGURA 2 — Musa x paradisiaca, A BANANEIRA.

FONTE: http://picturesoftrees.org/Banana-Trees-Pictures.php
http://www.viagemparasolteiros.com.br/pacotes_mostra.asp?id_pacote=171#WKdhL1UrLIU
http://koolaufarmers.com/products/banana-trees/

NOTA: a) Detalhe das folhas; b) Imagem panoramica de um bananal; c) Detalhe dos frutos.
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As folhas sao indicadas pela medicina popular para o tratamento de
gueimaduras, dermatites (IMAM & AKTER, 2011; KUMAR et al., 2012), sarna, tosse
e bronquite (SONI et al.,, 2013). J& a comunidade cientifica relatou atividade
leishmanicida (ACCIOLY et al, 2012), antimicrobiana (VALARMATHY et al., 2010;
IMAM & AKTER, 2011) e principalmente anti-helmintica (MARIE-MAGDELEINE et
al., 2010; HUSSAIN et al, 2010; HUSSAIN et al, 2011; PEIXOTO et al., 2013). A
atividade anti-helmintica tem sido relacionada com a presenca de compostos
fendlicos denominados taninos nas folhas da bananeira (PEIXOTO et al., 2013).
Entretanto, alguns autores levantam a hipétese de que outras moléculas de menor
massa ja relatados nesta planta como alcaloides, terpenoides e flavonoides podem
influenciar na atividade anti-helmintica total das folhas de Musa x paradisiaca
(MARIE-MAGDELEINE et al., 2010; HUSSAIN et al, 2010; HUSSAIN et al, 2011).

2.3. Compostos fendlicos vegetais

Os fendlicos sdo metabolitos especiais com uma ampla diversidade de
compostos com um ou mais grupamentos hidroxilas diretamente ligados a um anel
aromatico. Podem apresentar estrutura simples como fenilpropanoides (cumarinas e
lignanas), flavonoides ou mais complexas como em polifendis de alta massa
molecular (taninos). S&o compostos que desempenham diversas funcdes na planta,
incluindo pigmentacéo, defesa e também na formacdo de componentes estruturais
como as ligninas (YAZAKI, 2006).

A estes compostos tém sido relacionadas uma série de bioatividades como
antimutagénica, anti-inflamatéria, anticarcinogénica (REDDY, ODHAV & BHOOLA,
2003), antimicrobiano (ALMAJANO et al.,, 2008) e antioxidante (RICE-EVANS,
MILLER & PAGANGA, 1997). Além disso, foi descrito que a inclusdo destes
compostos na dieta pode inibir a carcinogénese coélon retal induzida (GEE &
JOHNSON, 2001) e possivelmente prevenir a incidéncia de doencas
neurodegenerativas como a de Alzheimer e a de Parkinson (ESPOSITO et al.,
2002).
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2.3.1. Compostos fendlicos e atividade antioxidante

A atividade antioxidante de compostos fendlicos vegetais tem despertado
interesse tanto na industria farmacéutica quanto alimenticia. Na primeira, devido a
capacidade destes compostos em inibir a peroxidacado lipidica (VAN DER SLUIS,
DEKKER & VAN BOEKEL, 2005; ARABSHAHI-DELOUEE & UROOQOJ, 2007) e captar
espécies reativas, por exemplo, peroxido de hidrogénio (H.0,), radical hidroxil (OH"),
(SHON, KIM & SUNG, 2003) e radical anion superéxido (O,") (SIDDHURAJU &
BECKER, 2003). Estes compostos podem acarretar em diversos quadros
patolégicos (via estresse oxidativo), como doencas neurodegenerativas
(SCHEIBMEIR et al., 2005), desordens cardiovasculares (HEITZER et al., 2001),
cancer (VALKO, et al. 2006) e ao envelhecimento (DEL VALLE, 2011).

Na industria alimenticia, a atividade antioxidante de compostos fendlicos
vegetais € promissora no ambito de conservantes de pereciveis. Atualmente, s&o
utilizados compostos sintéticos como o BHA (butil-hidroxianisol) e BHT (butil-
hidroxitolueno) (AUN et al., 2011). Entretanto, ha relatos que a ingestdo de altas
concentracfes destes compostos em camundongos pode induzir genotoxicidade
(SASAKI et al., 2002) e carcinogénese (WHYSNER et al.,, 1994; WILLIAMS,
IATROPOULOS & WHYSNER, 1999; BOTTERWECK et al., 2000). Desta forma, os
compostos fenolicos se apresentam como uma alternativa natural e ndo toxica aos

conservantes sintéticos utilizados hoje.

2.3.2. Estabilidade de compostos fendlicos

A atividade antioxidante de extratos vegetais esta intimamente relacionada a
concentracdo de compostos fendlicos (DJERIDANE, et al., 2006; TURKMEN, SARI
& VELIOGLU, 2006; JAVANMARDI, et al., 2003; VELIOGLU, et al., 1998).
Entretanto, a concentracdo de compostos fendlicos pode ser influenciada por
diversos fatores, da manipulacdo da porcdo vegetal in natura até a estocagem do
extrato resultante. MONTORO et al. (2006) demonstraram que a estocagem em
solucdo pode diminuir a concentracdo de compostos fenolicos. ARABSHAHI-
DELOUEE & UROOJ (2007) observaram uma diminuicdo dos niveis de compostos

fendlicos com aumento da temperatura de solugdo e KATSUBE et al. (2009) relatam
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uma grande diminuicdo de compostos fendlicos em extratos oriundos de folhas
secas a altas temperaturas. Desta forma, um controle restrito da metodologia de
extracdo e estocagem se torna necessario para manutencdo dos compostos

fendlicos bem como suas propriedades terapéuticas.

2.4. Arabinogalactanas-proteinas (AGPSs)

As AGPs sdo macromoléculas de parede celular vegetal amplamente
distribuidas em plantas superiores, mas também encontradas em musgos e algas
(GEDDES & WILKIE, 1971; TAUTVYDAS, 1978; FINCHER, STONE & CLARKE,
1983). Sdo encontradas em praticamente qualquer porcdo vegetal, como raizes,
folhas, frutos, exsudato, etc. (FINCHER, STONE & CLARKE, 1983). Trata-se de uma
glicoproteina formada por uma pequena porcdo proteica central (rica em
hidroxiprolina) e uma grande porcdo glicidica na forma de ramificacbes de
arabinogalactanas do tipo Il (AGIl). As AGIl sédo polissacarideos formados
predominantemente pelos monossacarideos D-Galp e L-Araf, sendo que a proporcao
Gal:Ara pode variar entre 10:90 e 85:15, mas geralmente o contetdo de galactose é
maior (FINCHER, STONE & CLARKE, 1983). As unidades de D-Galp formam uma
cadeia principal (1—3) ligadas, a qual € muito ramificada (em O-6) principalmente
por Araf e Galp, podendo também conter outros monossacarideos neutros (Arap,
Rhap, Manp, Xylp e Glcp) e acidos (GlcAp, GalAp) (FINCHER, STONE & CLARKE,
1983; SEIFERT & ROBERTS, 2007).

A extremidade C-terminal da cadeia proteica pode estar acoplada
covalentemente a membrana celular através de uma ancora GPI (glicosil-fosfatidil-
inositol). A presenca desta ancora corrobora a hipétese de que as AGPs
desempenham funcdes relacionadas a sinalizacdo celular (SCHULTZ et al., 1998,
SHOWALTER, 2001; SEIFERT & ROBERTS, 2007), sendo ja descrito que baixas
concentracfes de AGPs acarretam em drasticas alteracdes no crescimento e
desenvolvimento vegetal (MAJEWSKA-SAWKA & NOTHNAGEL, 2000; PEREIRA-
NETTO et al., 2007).

As AGPs se ligam especificamente com um reagente sintético denominado
B-Glucosil Yariv, desta forma, este reagente se mostra uma eficaz ferramenta para

identificacdo, quantificacdo e purificacdo das AGPs (YARIV et al., 1962; YARIV et
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al., 1967). Entretanto, ha relatos de que algumas AGPs que nao se ligam (ou ligam
fracamente) ao reagente B-Glucosil Yariv (PEREIRA-NETTO et al., 2007), nestes
casos, a identificacdo das AGPs pode ser realizada através do uso de anticorpos
(SHOWALTER, 2001), métodos cromatogréaficos e espectroscopicos.

2.4.1. Arabinogalactanas-proteinas e o sistema complemento

O sistema complemento (SC) é composto por um conjunto de proteinas
séricas (zimogénios) com funcdo de proteger o organismo de agentes agressores,
participando da imunidade inata e adaptativa (ABBAS, 2003; DUTTA & DAS, 2011).
O SC liga a imunidade inata a humoral aumentando a producdo de anticorpos e a
memoaria imunoldgica através da lise direta de células estranhas ao organismo pelo
complexo de atague a membrana (ABBAS, 2003; DUTTA & DAS, 2011).

A ativacdo do sistema complemento pode ser iniciada através de trés
principais vias: classica (FIGURA 3b), alternativa e das lectinas (ABBAS, 2003). Esta
ativacao resulta na liberacdo de mediadores inflamatorios (C3a e C5a), uma cascata
de reacOes e posteriormente formacdo do complexo de ataque a membrana e
consequente lise celular (FIGURA 3a).

O SC também esta envolvido em varios outros processos fisiologicos tais
como a regeneracdo de tecidos e depuracdo dos complexos imunes e células
mortas. A ativacdo excessiva de complemento estd envolvida na patogénese de
muitas doencas autoimunes e doencas inflamatérias, portanto, a inibicdo do sistema
complemento € uma estratégia no tratamento dessas doencas. Por outro lado, além
do papel importante da defesa do organismo contra patdgenos, a ativacdo do
complemento pode atuar beneficamente em termos de imunoestimulacdo nao
especifica, para manter o processo de cicatrizacdo e na terapéutica antitumoral.
Desta forma, dependendo do enfoque ou da situacdo clinica especifica tanto a
inibicAo como a ativacédo do SC podem ser relevantes.

Componentes de capsulas bacterianas (por exemplo, o LPS
lipopolissacarideo) sdo ativadores da via classica e da via alternativa do
complemento. Ja polissacarideos sulfatados, como a heparina, sdo inibidores de
ambas as vias (ALBAN et al., 2002). Além desses, diversos polissacarideos e
glicoconjugados (como AGPs) obtidos de plantas medicinais tém sido descritos

como moduladores do sistema complemento tanto da via classica quanto da via



30

alternativa (YAMADA et al., 1985; GONDA et al, 1990; PAULSEN, 2001; ZHU et al.,
2009).

Microorganismo , Antigeno

a) Y z/ b)

S

D W AN W
(1] ™ Anticorpo {::D

c1

/\'» P

2} Opsonizagdo 5 ;
? ? @)\ P Mastositos Inflamac3o
>ap 9 ®
o,

¥

f
0P50ni23§50<—‘ .—» Inflamac&o @I@'

Citdlise Citdlise

FIGURA 3 — ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO.

FONTE: Adaptado de http://classes.midlandstech.edu/carterp/courses/bio225/chapl6/lecture5.htm
NOTA: a) Ativacao do sistema complemento via classica. 1 — C1 é ativado pela ligacdo no complexo
antigeno-anticorpo; 2 — C1 ativo cliva C2 em C2a e C2b e C4 em Cda e C4b; 3 — C2a e C4db
combinados ativam C3, clivando em C3a e C3b; b) via comum da cascata de reacdes e principais
funcdes do sistema complemento. 1 — ativacéo e clivagem de C3 em C3a e C3b; 2 — C3b se liga ao
microorganismo resultando em opsonizacao; 3 — C3b cliva C5 em C5a e C5b; 4 — C5b se liga ao C6 e
junto com os componentes C7, C8 e C9 formam o complexo de ataque a membrana; 5 — C3a e C5a
induzem mastdcitos a liberar histamina resultando em inflamac&o local; Opsonizacéo: Aumento da
fagocitose por envoltério de C3b; Inflamacdo: Aumento da permeabilidade sanguinea e atragdo
guimiotética de fagdcitos; Citblise: Ataque ao microrganismo com influxo de fluido extracelular pelo
canal transmembrana formado pelo complexo de ataque a membrana (C5 — C9).
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3. JUSTIFICATIVA

A atividade antioxidante de extratos vegetais estd diretamente ligada a
concentracdo de compostos fendlicos (DJERIDANE, et al., 2006; TURKMEN, SARI
& VELIOGLU, 2006; JAVANMARDI, et al., 2003; VELIOGLU, et al., 1998). A estes
compostos tem sido atribuida a uma série de bioatividades, sendo ja descrito que a
inclusédo destes compostos na dieta pode inibir a carcinogénese cdlon retal induzida
(GEE & JOHNSON, 2001) e prevenir a incidéncia de doengas neurodegenerativas
como a de Alzheimer e a de Parkinson (ESPOSITO et al., 2002). A concentragéo
destes compostos em extratos vegetais depende de diversos fatores desde a
manipulacdo da porcdo vegetal in natura até a estocagem do extrato resultante. A
temperatura de secagem das folhas, temperatura de solucdo e o modo de
estocagem sdo exemplos de variaveis que podem influenciar na estabilidade de
compostos fenolicos vegetais (MONTORO et al., 2006; ARABSHAHI-DELOUEE e
UROOQJ, 2007; KATSUBE et al., 2009). Neste sentido, uma vez ja relatada presenca
de compostos fendlicos nas folhas de P. americana e M. x paradisiaca, torna-se
valido determinar a composi¢ao quimica bem como estabelecer algumas condicdes
de extracdo e estocagem de modo a preservar estes compostos, bem como a
atividade antioxidante relacionada.

A atividade imunomoduladora de polissacarideos tem sido muito relacionada
a capacidade destes compostos em modular a acdo do sistema complemento
(PAULSEN, 2001; ZHU et al., 2009). O sistema complemento, por sua vez, € um
importante mediador de diversos processos inflamatorios, de modo que tanto a
ativacdo quanto a inibicdo induzida pode ser necessaria, dependendo do quadro
clinico. Assim, estudos que abordam estratégias experimentais que possibilitem a
diferenciacdo entre ativadores e inibidores do sistema complemento, bem como
correlacionar a estrutura quimica com os efeitos biolégicos sdo relevantes para o
desenvolvimento de formas terapéuticas complementares para o tratamento de

diferentes patologias.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Caracterizar quimicamente, realizar ensaios de estabilidade e avaliar atividades

biolégicas de extratos das folhas de Persea americana Mill. e Musa paradisiaca L.

4.2. Objetivos especificos

a) Extrair e quantificar os compostos fendlicos das folhas de P. americana e M.
paradisiaca.

b) Caracterizar quimicamente os compostos fenélicos das folhas de P. americana.

c) Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos hidroalcodlicos das folhas de P.

americana e M. paradisiaca.

d) Relacionar o efeito da temperatura de secagem das folhas; temperatura; e
estocagem do extrato sobre o conteddo de compostos fenodlicos nos extratos

hidroalcoodlicos das folhas de P. americana.

e) Relacionar o efeito da temperatura de secagem das folhas; temperatura; e
estocagem do extrato sobre a atividade antioxidante nos extratos hidroalcoodlicos das

folhas de P. americana.

f) Extrair, quantificar, purificar e caracterizar quimicamente a AGP foliar de P.

americana.

g) Avaliar a acdo imunomoduladora in vitro da AGP foliar de P. americana, utilizando

o modelo de fixacdo do sistema complemento humano via classica.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Dosagens colorimétricas de compostos fendlicos, carboidratos, proteinas

e acidos urénicos

5.1.2. Dosagem de fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais foi determinado utilizando o método descrito
por SINGLETON & ROSSI JR.(1965) com modificacdes. Inicialmente, 50 ug (50 uL
de solugcdo 1 mg/mL) foi adicionado a 200 yL de H,O, 1,25 mL do reagente de
FOLIN 10 % (v/v) e 1 mL de carbonato de calcio 7,5 % (m/v), todos solubilizados em
agua purificada. Em seguida, a solucdo permaneceu em repouso por 5 min a 50 °C.
ApOs este periodo, a solugdo foi analisada a 760 nm em espectrofotbmetro de
microplacas modelo ELX800 UV-Vis (BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA). A
concentracdo de compostos fendlicos foi obtida a partir de uma curva padréo (1-50
Mg) de acido galico (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA) e expressa em
microgramas equivalentes por miligrama do material liofilizado. Todas as analises

foram realizadas em triplicatas para cada fracao teste.

5.1.3. Dosagem de carboidratos totais

O conteudo de carboidratos totais foi determinado através do ensaio
colorimeétrico fenol-acido sulfarico (DUBOIS et al.,1956). A fracdo testada (40 ug, 40
ML de solugdo 1 mg/mL) foi misturada a 40 uL de fenol e 200 uL de acido sulfurico
(H2S0,), permanecendo em repouso por 10 min (100 °C). Em seguida a reacao foi
interrompida em banho de gelo e analisada em espectrofotbmetro de microplacas
modelo ELX800 UV-Vis (BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA). A concentracao
glicidica foi estimada a partir de uma curva padrédo (0,4 a 40 ug) de p-galactose
(SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA) e expressa em microgramas equivalentes
por miligrama do material liofilizado. Todas as andlises foram realizadas em

triplicatas para cada fracao teste.
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5.1.4. Dosagem de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada por meio do teste
utilizando o corante Coomassie Briliant Blue G250 descrito por BRADFORD (1976).
Inicialmente, 400 yL do reagente de proteinas (40 mg de Coomassie Briliant Blue
G250, 20 mL de etanol 95 % v/v e 40 mL de acido o-fosférico (diluido 3 vezes em
agua purificada) foi adicionado a 40 ug (40 pL de solugdo 1 mg/mL) da fragéo teste e
em seguida analisados por espectrofotometro de microplacas modelo ELX800 UV-
Vis (BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA) a 595 nm. A concentracdo proteica foi
determinada a partir da curva padrédo (0,4 a 40 pg) de ovo-albumina (SIGMA-
ALDRICH, St Louis, MO, EUA) e expressa em microgramas equivalentes por
miligrama do material liofilizado. Todas as analises foram realizadas em triplicatas

para cada fracao teste.

5.1.5. Dosagem de acgucares acidos (acidos urénicos)

A quantificacdo de acucares acidos (urénicos) foi realizada de acordo com o método
m-hidroxibifenil descrito por FILISETTI-COZZI & CARPITA (1991). Inicialmente, 20
ML de sulfamato de potassio 4 M e 1,2 mL de tetraborato de s6dio 75 mM (em
H,SO,) foram adicionados a 100 pg (100 uL de solugdo 1 mg/mL) das fracbes
testes, em triplicatas, e 100 yuL de agua purificada. A solugdo permaneceu em
repouso a 100 °C por 15 min e em seguida foi adicionado 40 uL de m-hidroxibifenil
0,15 % (em NaOH 0,5 % v/v) e analisado a 525 nm em espectrofotdmetro de
multiplacas (modelo ELX800 UV-Vis, BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA). A
concentracdo de acido urdnicos foi determinada se baseando em uma curva padrao
(1-100 ug) de acido D-glucurénico (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA) e

expressa em microgramas equivalentes por miligrama do material liofilizado.

5.2. Extratos hidroalcodlicos das folhas de P. americana Mill. e M. paradisiaca
L.

5.2.1. Obtencao de extratos hidroalcoodlicos das folhas de P. americana Mill. e
M. paradisiaca L.

As folhas de P. americana Mill. (Curitiba-PR / S-25,45, 0-49,23) e M.

paradisiaca L. (Morretes-PR / S25°33’, 048°48") foram inicialmente lavadas (etanol
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70 % v/v e agua purificada) e em seguida submetidas a secagem (estufa 50 °C) e
moagem em processador de alimentos. Com o material pulverizado, foi realizada
uma extracao do tipo hidroalcodlica na proporcédo de 100 g de folhas / 500 mL de
EtOH 70 % (v/v) por quatro dias no escuro (temperatura ambiente), sob agitacao
periddica. Os produtos das extracdes, apos filtracdo (filtro de papel), concentracdo
(rotaevaporador a 40 °C) e liofilizagdo, deram origem aos extratos denominados
EHP (extracdo hidroalcodlica Persea) e EHM (extracdo hidroalcodlica Musa). Ambos
os extratos (EHP e EHM) foram submetidos a dosagens colorimétricas de
compostos fendlicos (SECAO 5.1.2.), carboidratos (SECAO 5.1.3.), proteinas
(SECAO 5.1.4.), acidos urénicos (SECAO 5.1.5.) e atividade antioxidante (SECAO
5.2.2.), enquanto que somente EHP foi submetida aos ensaios de estabilidade frente
a temperatura de solucdo (SECAO 5.2.4.2.) e estocagem (SECAO 5.2.4.3)
(FIGURA 4). A estabilidade frente & temperatura de secagens das folhas (SECAO
5.2.4.1)) foi realizada somente para as folhas de P. americana.

Os rendimentos de todos os extratos foram calculados a partir da massa
liofilizada em relacdo a massa das folhas secas e a percentagem de umidade foi

calculada a partir do rendimento das folhas secas em relacao as folhas in natura.

Folhas
secas

Folhas
in natura

Secagem 50 °C
Extracao Hidroalcodlica
100 g/500 mL EtOH 70%
4 dias no escuro

Caracterizacioquimica dos compostos Temperatura ambiente
fendlicos
Estabilidade frentea temperaturaem |
colucto EHP EHM
Estabilidadefrente a estocagem I I
—

Dosagem de fendlicos totais

Dosagem de carboidratos,
proteinas e acidos urdnicos

Atividade antioxidante in vitro

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS REALIZADOS COM EXTRATOS
HIDROALCOOLICOS DAS FOLHAS DE P. americana e M. paradisiaca.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Dosagem de fendlicos totais pelo método de SINGLETON & ROSSI JR.,1965 (SECAO 5.1.2.).
Dosagem de carboidratos totais pelo método de DUBOIS, et al., 1956 (SECAO 5.1.3.). Dosagem de
proteinas totais pelo método de BRADFORD, 1976 (SECAO 5.1.4.). Dosagem de &cidos urdnicos
pelo método de FILISETTI-COZZI & CARPITA, 1991 (SECAO 5.1.5.). Atividade antioxidante pelos



36

métodos de captacdo do radical DPPH de BLOIS, 1958 (SECAO 5.2.2.1.) e poder redutor de
OYAIZU, 1986 (SECAO 5.2.2.2.); Caracterizacdo quimica de compostos fendlicos por cromatografia
liquida acoplada & espectrometria de massas (SECAO 5.2.3.); Estabilidade frente & temperatura em
solugdo (SECAO 5.2.4.2.); Estabilidade frente a estocagem (SECAO 5.2.4.3.); EHP — extrato
hidroalcodlico das folhas de P. americana; EHM — extrato hidroalcodlico das folhas de M. paradisiaca.

5.2.2. Atividade antioxidante in vitro

5.2.2.1. Captacéao do radical DPPH

O radical livre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) € um composto que na
sua forma oxidada possui coloracdo violeta e quando reduzido torna-se um
composto de coloracdo amarelada, diminuindo a absor¢cdo em 515 nm. A taxa de
captura foi mensurada a partir do método de BLOIS (1958) com adaptacdes.
Inicialmente, 300 pL das fracdes (10, 20, 40, 80, 160, 240, 320, 480 e 640 pug/mL em
etanol) ou padrdes [acido galico (AG), quercetina (Que) e hidroxitolueno butilado
(BHT)] (5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 160 e 320 pg/mL em etanol) foram misturados
com 100 pL de DPPH 40 mM (em metanol). A solucdo permaneceu em repouso no
escuro por 20 min, temperatura ambiente. As solucdes foram entéo transferidas para
microplacas de 96 pocos e analisadas a 515 nm (espectrofotdmetro de microplacas
modelo ELX800 UV-Vis, BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA). A taxa de captacdo do
radical de DPPH (%) foi determinado a partir da equacgéao:

Captacao do radical
DPPH

={[Ag-(A-Ap)]/Ay}x100
onde, Ao € a absorbancia somente da solucdo de DPPH; A é a absorbancia da
solucdo de DPPH e amostras; e Ay € a absorbancia somente das amostras.

Todas as andlises foram realizadas em triplicatas para cada concentracéo e
estdo apresentadas na forma de EC50% (concentracdo efetiva 50 %) que

corresponde a concentracdo capaz de captar 50 % dos radicais DPPH.

5.2.2.2. Poder Redutor

O poder redutor foi determinado por método adaptado de OYAIZU (1986).
Este ensaio se baseia no fato de que compostos com alto poder redutor sdo
capazes de reduzir o ferricianeto de potassio em ferrocianeto de potassio, que por

sua vez reage com o cloreto férrico formando um composto de alta absorbancia em
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700 nm. Inicialmente, 250 pL das amostras (10, 20, 40, 80, 160, 240, 320, 480 e 640
pHg/mL) ou padrdes AG, Que e BHT (5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 160 e 320 pg/mL)
foram misturados a 250 pyL de tampéao fosfato 0,2 M pH 6,6 e 250 pL de ferricianeto
1 % (m/v em H,0). Apds repouso de 20 min a 50 °C, 250 uL de acido tricloroacético
foi adicionado. Em seguida aliquota (200 uL) foi transferida para microplaca de 96
pocos, reveladas com 50 pL de cloreto férrico 0,1% (m/v em H,0) e analisadas em
700 nm (espectrofotdmetro de microplacas modelo ELX800 UV-Vis, BIOTEK,
Winooski, Vermont, EUA). Todas as analises foram realizadas em triplicatas para
cada concentracao.

5.2.3. Identificacdo de compostos fendlicos de EHP por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)

As analises por CL-EM foram realizadas em equipamento AGILENT (Santa
Clara, Califérnia, EUA) série 1200 acoplado a espectrometro de massas triplo
guadrupolo série 6400. A separacao foi realizada em coluna de fase reversa (Cisg,
150 x 2,1 mm, 5 pm, Shim-Pack CLC-ODS, SHIMADZU, Kyoto, Japdo) a 25 °C. A
fase movel aplicada formada por 0,5 % (v/v) de acido férmico em H,O (solvente A) e
0,5 % (v/v) de acido formico em acetonitrila (solvente B) no seguinte gradiente: 0-10:
10 % de B; 10-20 min: 10-30 % de B; 20-30 min: 30-50 % de B; 30-32 min: 50 % de
B; 32-38 min 50-10 % de B; 38-48 min: 10 % de B. O fluxo utilizado foi de 1,0
mL/min e volume de injecdo de 5 pL. Os extratos foram eluidos previamente a
analise em cartuchos Cis (VARIAN, Palo Alto, California, EUA) para remocao dos
carboidratos de baixa massa.

A ionizacao por electrospray seguiu 0s seguintes parametros: nebulizador 50
psi, 4500 V, fluxo do gas de arraste (Ny) de 11 L/min e temperatura de ionizacdo de
350 °C. O espectrometro de massas tipo ion trap foi operado em modo negativo com

varredura de massas de 150 a 1000 massa/carga (m/z).

5.2.4. Estabilidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas
de P. americana Mill.
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5.2.4.1. Efeito da temperatura de secagem sobre a concentracdo de compostos

fendlicos e atividade antioxidante das folhas de P. americana

As folhas foram divididas em grupos de aproximadamente 150 g e entédo
submetidas a secagem em estufa a temperatura de 40, 50, 60, 70, 90, 100 °C ou
liofilizadas. As secagens continuaram até n&do haver diferenga na umidade calculada
em dois tempos diferentes. As folhas secas foram submetidas as extracdes
hidroalcodlicas (SECAO 5.2.1.), dando origem as extratos denominados S40 (40 °C),
S50 (50 °C), S60 (60 °C), S70 (70 °C), S90 (90 °C), S100 (100 °C) e SL (liofilizado)
de acordo com a condicdo de secagem (FIGURA 5a). Todos os extratos foram
obtidos em duplicatas e avaliados com relacdo ao conteudo de fendlicos totais
(SECAO 5.1.2.), carboidratos totais (SECAO 5.1.3.), proteinas totais (SECAO 5.1.4.),
acidos urdnicos totais (SECAO 5.1.5.) e atividade antioxidante (SECAQO 5.2.2.).

5.2.4.2. Efeito da temperatura sobre a concentracdo de compostos fendlicos e

atividade antioxidante do extrato hidroalcoolico (EHP)

O extrato controle EHP foi solubilizado (50 mg/mL em etanol 70 %) e
submetido a seis diferentes temperaturas (40, 50 60, 70, 80 e 90 °C), em banho
maria. Os extratos solubilizados permaneceram em cada temperatura por até 8 h
com aliguotas retiradas nos tempos de 0, 3 e 8 h de incubacéo. As aliquotas foram
liofilizadas dando origem aos extratos chamados T40 (40 °C), T50 (50 °C), T60 (60
°C), T70 (70 °C), T80 (80 °C), T90 (90 °C) de acordo com a condicédo de incubacao
(FIGURA 5b). Todos os extratos foram obtidos em duplicatas e avaliados com
relacéo ao contetido de fendlicos totais (SECAO 5.1.2.), carboidratos totais (SECAO
5.1.3.), proteinas totais (SECAO 5.1.4.), acidos urénicos totais (SECAO 5.1.5.) e
atividade antioxidante (SECAO 5.2.2.).

5.2.4.3. Efeito da estocagem sobre a concentracdo de compostos fendlicos e

atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico (EHP)

O extrato controle EHP foi solubilizado (50 mg/mL em etanol 70%) e

submetido a duas diferentes condicdes de estocagem (geladeira 4 °C e temperatura
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ambiente 25 °C). Os extratos solubilizados permaneceram estocados em cada
condicdo por até 10 meses. Aliquotas foram coletadas em cada més e apos
liofilizacdo deram origem aos extratos denominados E4-0, E4-1, E4-2, E4-3, E4-4,
E4-5, E4-6, E4-7, E4-8, E4-9, E4-10 (refrigerador 4 °C) e E25-0, E25-1, E25-2, E25-
3, E25-4, E25-5, E25-6, E25-7, E25-8, E25-9, E25-10 (temperatura ambiente 25 °C),
de acordo com a condicédo e tempo de estocagem (FIGURA 5b). Todos os extratos
foram obtidas em duplicatas e avaliados com relacao ao contetdo de fendlicos totais
(SECAO 5.1.2.), carboidratos totais (SECAO 5.1.3.), proteinas totais (SECAO 5.1.4.),
acidos uronicos totais (SECAO 5.1.5.) e atividade antioxidante (SECAQO 5.2.2.).

Folhas b)  Folhas Folhas
a) ) bl —) onas

m natura Secagemem . o
tufa Extrac@o Hidroalcodlica
st 100 g/500 mL EtOH 70%
Secagem em estufa 50°C 4 dias no eseuro
40 °C Temperatura ambiente
50°C
60 °C Dosagem de fendlicos totais
70°C Caracterizagao quimica dos
90 °C EHP compostos fendlicos
100 °C EsDtocagem Dosagem de carboidratos,
o 4 C_ ) proteinas e acidos urdnicos
Liofilizado (zrsetrtl:gerador) 58':20 maria Atividade antioxidante in vitro
Folhas secas (tem_peratura 50°C
ambiente) 60 °C
10 meses 70°C
Extracio Hidroalcodlica 80°C
100 g/500 mL EtOH 70% E:"l’ g:"l’ go;c oh
4 dias no escuro B g »5 e ghoras
Temperatura ambiente E4-2 E25-2
E4-3 E25-3 T40-0 T40-3 T40-8
E4-4 E254 T50-0 T50-3 T50-8
$40 — E4-5 E25-5 T60-0 T60-3 T60-8
S50 E:'g ggg T70-0 T70-3 T70-8
- g T80-0 T80-3 T80-8
560 Dosagem de fendlicos totais E4-8 E25-8 T90-0 T90-3 T90-8
S70 Dosagem de carboidratos, E4-9 E25-9
proteinas e acidos urdnicos 54'1°I E25-10
590 Atividade antioxidante in vitro . )
Dosagem de fenolicos totais
5100 Dosagem de carboidratos, proteinas
e acidos urbnicos

SL - Atividade antioxidante in vitro

FIGURA 5 — FLUXOGRAMAS DAS ETAPAS DOS ENSAIOS DE ESTABILIDADE DE COMPOSTOS
FENOLICOS DAS FOLHAS DE P. americana.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: a) Fluxograma das etapas de obtencdo das amostras submetidas a diferentes temperaturas
de secagem das folhas; b) Fluxograma das etapas de obtencdo das amostras submetidas a
temperatura em solucdo e estocagem; Dosagem de fendlicos totais pelo método de SINGLETON &
ROSSI JR.,1965 (SECAO 5.1.2.). Dosagem de carboidratos totais pelo método de DUBOIS, et al.,
1956 (SECAO 5.1.3.). Dosagem de proteinas totais pelo método de BRADFORD, 1976 (SECAO
5.1.4.). Dosagem de acidos urénicos pelo método de FILISETTI-COZZI & CARPITA, 1991 (SECAO
5.1.5.). Atividade antioxidante pelos métodos de captacdo do radical DPPH de BLOIS, 1958 (SECAO
5.2.2.1.) e poder redutor de OYAIZU, 1986 (SECAO 5.2.2.2.); SL — liofilizado; S40 — secagem 40 °C;
S50 — secagem 50 °C; S60 — secagem 60 °C; S70 — secagem 70 °C; S90 — secagem 90 °C; S100 —
secagem 100 °C; T40 — temperatura em solugéo 40 °C; T50 — temperatura em solucdo 50 °C; T60 —
temperatura em solucdo 60 °C; T70 — temperatura em solucéo 70 °C; T80 — temperatura em solucg&o
80 °C; T90 — temperatura em solugéo 90 °C; E4 — estocagem 4 °C; E25 — estocagem 25 °C.
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5.3. Extrato aquoso das folhas de P. americana Mill.

5.3.1. Extracdo aquosa e purificacdo de AGP a partir das folhas de P.
americana Mill.

As etapas de purificagdo da AGP a partir das folhas do abacateiro estéo
mostradas no fluxograma da FIGURA 6. Inicialmente, as folhas do abacateiro
(Curitiba-PR / S-25,45, 0-49,23) previamente secas e pulverizadas foram
submetidas a extracdo aquosa quente (80 °C) na proporcéo de 100 g / 500 mL por
30 min. Apo6s filtragdo em filtro de papel, o filtrado foi precipitado em trés volumes de
etanol dando origem a fracdo denominada EAP (extracdo aquosa precipitada). O
precipitado foi novamente solubilizado (em H,0) e submetido a cinco séries de gelo-
degelo, sendo cada série composta por congelamento (-20 °C), descongelamento
(temperatura ambiente) seguido de centrifugacdo (2000 rpm/20 min) e coleta do
sobrenadante. ApOs a etapa de gelo-degelo, o sobrenadante foi liofilizado dando
origem a fragcdo EAPS (extracdo aquosa precipitada soluvel).

Por fim, foi realizada a retirada de compostos conjugados por metodologia
adaptada de MONOBE et al. (2008). Nesta técnica, a cada 100 mg de EAPS foi
diluido em 10 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M e 1 mL de hipoclorito de sodio
(NaClO’), permanecendo em repouso por 18h a 4 °C. Em seguida, a solucéo foi
dialisada (membrana 12-14 kDa) e precipitada em acetona (concentracao final 70 %
viv). O precipitado foi novamente solubilizado em 10 mL de agua purificada e
submetido a centrifugacdo por 30 min (1200 x g), dando origem a um sobrenadante
claro e uma fracdo insoluvel de coloracdo escura. A fracdo soluvel foi novamente
precipitada (acetona concentracédo final 70% v/v), submetida as lavagens com etanol
e acetona, originando a fracdo AGP das folhas de P. americana (denominada
FRAGP). As fracOes obtidas em cada etapa foram monitoradas por cromatografia
liquida para avaliacdo da homogeneidade (SECAO 5.3.2.4.), pela dosagem de
carboidratos totais e AGPs, pelos métodos do fenol-acido sulfurico (SECAO 5.1.3.) e

single diffusion (SECAO 5.3.2.5.), respectivamente.
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Extracdo aquosa Precipitagdo Gelo-degelo
2225/500 mLH,0 SvEtCH Retirada de conjugados?
30 min Solubilizagao {NaCl + NaClO)

Precipitacdo {acetona 70%)
Didlise (12-14 kDa)
Precipitacdo {acetona 70%)
Solubilizacdo e centrifugacao
Precipitacdo {acetona 70%)

Lavagens (EtOH e acetona)

Caracterizacao quimica F RAG P
Atividade sobre sistema complemento

FIGURA 6 — FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DA AGP DAS
FOLHAS DE P. americana.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: ® Retirada de conjugados conforme MONOBE et al.(2008) (SECAO 5.3.1.). As fracdes obtidas
em cada etapa foram monitoradas por cromatografia liquida para avaliacdo da homogeneidade
(SECAO 5.3.2.4.), pela dosagem de carboidratos totais e AGPs pelos métodos do fenol-acido
sulfarico (SECAO 5.1.3.) e single diffusion (SECAO 5.3.2.5.), respectivamente; EA — extrato aquoso;
EAP — extrato aquoso precipitado; EAPS — extrato aquoso precipitado soltvel; FRAGP - fracdo APG
das folhas de P. amerciana.

5.3.2. Caracterizacéo quimica da fracdo AGP

5.3.2.1. Composi¢cdo dos monossacarideos neutros

A composicdo dos monossacarideos neutros foi determinada a partir de
método descrito por ALBERSHEIM et al, 1967 com adaptacbes. Os
monossacarideos foram derivatizados a acetato de alditéis e analisados em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Por este
método, 200 ug de FRAGP, foi submetido a hidrolise com 100 uL de acido
trifluoroacético (TFA) 2,5 M a 100 °C por 2 h. O produto de hidrélise foi seco em N, e
ressuspendido em 50 yL de hidréxido de aménio (NH,OH) 1 M e 50 uL da solucéo
de boroidreto de s6dio 1 M em hidréxido de amdnio 2 M durante 2 h 30 min para a
reducdo. Em seguida o material foi lavado 3-4 vezes com metanol/acido acético 5 %
(v/v) em metanol intercaladas por secagem em N,. A amostra seca foi acetilada com
250 uL de anidrido acético em estufa (100 °C) por 2 h 30 min. Apos este periodo foi
adicionado agua purificada (parando a reacdo) e cloroférmio para solubilizar os
acetatos de alditois resultantes. Por fim, foram realizadas 3-4 lavagens com agua
purificada (descartando a fase aquosa) e a fase cloroférmica foi seca em N, e

analisada em cromatografo gasoso VARIAN, modelo 3800 acoplado a
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espectrometro de massas SATURN 2000R (CG-EM) (Palo Alto, CA, EUA). A injecéo
da amostra foi a 50 °C com aumento de 40 °C.min™ (até no méaximo 220 °C), coluna
DB-225, 30 m x 0,25 mm (J & M SCIENTIFIC, Folsom, CA, EUA), e hélio como gas
de arraste. Todo o material de vidraria utilizado neste processo foi previamente

tratado com solucgéo sulfocrémica.

5.3.2.2. Andlise das ligacdes entre os monémeros (metilacéo)

A determinacdo dos tipos de ligacdes entre os monossacarideos da fracao
FRAGP foi realizada pelo método de metilacdo descrito por CIUCANU & KEREK,
1984. O polissacarideo (100 pg, 50 pyL de solugdo 2 mg/mL) foi inicialmente
solubilizado em 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO) e 50 yL de NaOH 120 mg/mL (em
DMSO) e apés 30 min sob agitagéo foi adicionado 20 pL de iodeto de metila (CH3l)
por trés vezes. A reacao foi interrompida com a adicdo de 1 mL de tiossulfato de
sodio 100 mg/mL (em agua purificada) e a solugéo resultante foi solubilizada em 500
ML de cloroférmio. Nesta etapa o material foi lavado diversas vezes com agua
purificada, sempre descartando a fase aquosa junto com as impurezas. Por fim, a
amostra foi seca em N, e submetida a hidrdlise, reducéo, acetilacdo e analise em
CG-EM, conforme descrito (SECAO 5.3.2.1.). Os acetatos de alditois parcialmente
metilados resultantes foram identificados através de comparacdes com o tempo de

retencéao e perfil de fragmentacdo de massas (SASSAKI et al., 2005).

5.3.2.3. Espectroscopia de ressonancia magneética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN-'H (unidimensional) e HSQC - Heteronuclear Single
Quantum Coherence Spectroscopy (bidimensional '3C/*H) foram obtidos em
equipamento BRUKER 400 MHz, modelo DRX Avance (BRUKER, Karlsruhe,
Alemanha) em temperaturas de 70 °C. A fragdo FRAGP (10 mg) foi solubilizada em
400 uL de agua deuterada (D,0O) e os deslocamentos quimicos foram expressos em
ppm (3), baseados no padrdo interno acetona (5 30,2 e & 2,22 no *C e H,
respectivamente). Os espectros resultantes foram analisados no programa TOPSPIN
(BRUKER, Karlsruhe, Alemanha).
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5.3.2.4. Andlise de Homogeneidade

As homogeneidades das fracdes testes foram determinadas por meio de
cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC — high pressure size
exclusion chromatography), equipamento WATERS (Milford, MA, EUA), com quatro
colunas ultrahydrogel 2000, 500, 250 e 120 em série (limites de excluséo de 7.10°,
4.10° 8.10* e 5.10° Da, respectivamente) e acoplado a detectores de UV e indice de
refracdo diferencial (Rl — refractive index), WATERS modelo 2410 (Milford, MA,
USA). As fracbes testes (1 mg/mL) foi solubilizada em nitrito de sédio 0,1 M
contendo azida sddica 200 ppm, filtrada em membranas de acetato de celulose 0,22
um (MILLIPORE, Billerica, MA, EUA) e aplicada ao cromatografo em fluxo de 0,6
mL/min a 20 °C. Os cromatogramas foram analisados no programa ASTRA (WYATT
TECHNOLOGY, Goleta, CA, EUA).

5.3.2.5. Dosagem de AGP (Single Diffusion)

A dosagem de AGPs foi realizada através do meéetodo de difusdo radial
(Single Diffusion) em gel de agarose contendo o reagente B-Glucosil-Yariv (B-GIcY),
descrito por VAN HOLST & CLARKE (1985). Neste método, as fracOes testes foram
aplicadas no gel e a quantidade de AGPs é proporcional ao diametro do halo
formado por difusdo. Primeiramente, as fracdes testes foram solubilizadas em NaCl
1 % (m/v) na concentracdo de 10 mg/mL e aplicadas, em duplicatas, em orificios de
uma placa de agarose tipo C 1 % (m/v) (CALBIOCHEM, La Jolla, CA, EUA)
contendo 0,02 mg/mL de B-GlcY. A placa permaneceu em repouso por 18 h, em
ambiente Umido e temperatura ambiente para a realizacdo da difusdo radial das
AGPs. A sintese do reagente B-GIcY foi realizada de acordo com YARIV et al., 1962
e o teor de AGPs foi determinado a partir de uma curva padrdo de goma arabica
(0,25 — 3 pg) SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA) em relacdo a percentagem de

carboidratos.

5.3.3. Teste de fixacdo do sistema complemento via classica

Os efeitos de FRAGP sobre o sistema complemento foi determinado via

teste de fixacdo do sistema complemento por via classica descrito por YAMADA et
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al., (1985) com modificacées. O método se baseia ativacéo do sistema complemento
pelos eritrécitos sensibilizados, causando hemolise e liberando hemoglobina de alta
absorbancia a 405 nm.

Inicialmente, foram adicionados 20 pL das fracdes testes (SECAO 5.3.3.3.) a
50 uL de soro humano diluido em tampdo HEPES (SECAO 5.3.3.2.) e ap6s 30 min
de incubacéo a 37 °C (denominada fase de pré-incubagdo), 50 uL da suspencéo de
eritrocitos de carneiro sensibilizados 1,2 % (v/v) (SECAO 5.3.3.1.) foram
adicionados. Em seguida a solucédo permaneceu incubada (37 °C) por mais 30 min e
entdo centrifugada (1440 x g por 5 min). Por fim, o sobrenadante (100 pL) foi
transferido para placas de 96 pocos, que foram analisadas a 405 nm em
espectrofotometro de microplacas modelo ELX800 UV-Vis (BIOTEK, Winooski,
Vermont, EUA).

E importante ressaltar que os componentes do SC, quando ativados
possuem um pequeno tempo de meia vida. Neste sentido, ALBAN et al., 2002,
modificaram a técnica do ensaio hemolitico de fixacdo do complemento, utilizado
neste estudo, para que seja capaz de diferenciar moléculas ativadoras das
inibidoras. Desta forma, foram realizados os mesmos ensaios, mas sem a fase de
pré-incubacao para diferenciar as moléculas ativadoras das inibidoras (ALBAN, et
al., 2002). Assim, 20 uL das fragdes testes (SECAO 5.3.3.3.), 50 uL de soro humano
diluido em tamp&o HEPES (SECAO 5.3.3.2.) e 50 uL da suspencéo de eritrocitos de
carneiro sensibilizados 1,2 % (v/v) (SECAO 5.3.3.1) foram misturados e incubados a
37 °C por 30 min. Em seqguida, as solucdes foram centrifugadas (1440 x g por 5 min)
e analisadas a 405 nm em espectrofotdmetro.

Todas as placas foram analisadas com os seguintes controles: 1) 100 % de
hemdlise: incubando os eritrécitos (50 uL) com agua (70 uL) ao invés de soro (50
ML) e fragdes diluidas (20 uL); 2) 100 % de hemdlise causada pelo complemento:
incubando os eritrocitos (50 pL) e soro (50 uL) com tampao HEPES (20 yL) ao invés
das fracdes diluidas (20 pL); 3) 0 % de hemdlise causada pelo complemento:
incubando os eritrocitos (50 pL), tampao HEPES (20 pL) e soro inativado (50 uL de
soro humano aquecido a 56 °C por 30 min).

Todos os resultados foram apresentados na forma de média + desvio padréao
de cada concentracdo em triplicatas. As concentracdes indicadas nas figuras

representam a concentracdo final nas misturas contendo as fragbes testes,
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complemento e eritrocitos. Os resultados estao na forma de 1C50% que corresponde

a concentragdo capaz de inibir 50 % da hemdlise causada pelo complemento.

5.3.3.1 Preparo das suspensdes de eritrocitos de carneiro

Os eritrocitos de carneiro (5 mL) foram coletados por puncdo venosas e
transferidos a tubos contendo anticoagulante EDTA.Na; e centrifugados (1440 xg/5
min). Em seguida, os eritrocitos foram lavados (3 vezes) com NaCl 0,9 % (m/v) e
com tampédo HEPES (10 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 0,11 mM, MgCl, 0,5 mM, pH
7,4). Apoés as lavagens, a suspencdao foi centrifugada e os eritrocitos ressuspendidos
no mesmo tampao na concentracao de 2,4 % (v/v). Os eritrdcitos foram previamente
sensibilizados com adigcdo do mesmo volume de hemolisina (soro de coelho anti-
eritrocitos de carneiro, LABORCLIN, Curitiba, PR, Brasil) na diluicdo de 1:1500, e a
mistura incubada a 37 °C por 30 min. Ao fim da incubacdo, os eritrécitos
sensibilizados (concentracdo 1,2 % v/v) foram utilizados para os ensaios de fixacao

do sistema complemento via classica.

5.3.3.2. Obtencéo de soro humano (fonte de complemento)

O sangue humano (tipo O°) foi obtido de doadores voluntarios coletados na
auséncia de anticoagulante. Em seguida, o sangue foi centrifugado (1440 x g, 15 °C
por 20 min) e o soro estocado em aliquotas de 500 uL (refrigerador —80 °C) até a
utilizacdo. Primeiramente, foi realizada uma curva de titulacdo do soro com objetivo
de determinar a concentracédo do soro que lise 50% dos eritrécitos. Para isso, 0 soro
foi diluido (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64; 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800) e 50 pL (em
triplicatas) adicionado a 50 pL da suspencéao de eritrécitos 1,2 % (v/v) sensibilizados
com hemolisina e 20 yL do tampdo HEPES. As misturas permaneceram incubadas a
37 °C por 30 min e em seguida centrifugadas (1440 x g por 5 min). Por fim, o
sobrenadante (100 uL) foi transferido para microplaca de 96 poc¢os e analisados em
espectrofotometro de microplacas (modelo ELX800 UV-Vis, BIOTEK, Winooski,
Vermont, EUA) a 405 nm. A diluicdo que lisou 50 % dos eritrocitos foi determinada

em 1:72 e entdo utilizada paras os ensaios de fixacao do sistema complemento.
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5.3.3.3. Preparo das fragcdes-testes

A fracdo FRAGP e os controles heparina suina (polissacarideo sulfatado
padrao de inibidor) (BLAU, Cotia, SP, Brasil) e zymosan (glucana (1—3) padrao de
ativador) (SIGMA-ALDRICH, St Louis, MO, EUA) foram solubilizados em tamp&o
HEPES para que a concentracao final no experimento ficasse 0,2; 0,8; 4,2; 8,3; 16,7;
33,3; 66,7; 100,0; 133,3 e 166,7 pg/mL para FRAGP e 3,2; 6,5; 13,0; 26,0; 52,1;
104,2; 208,3; 416,7 ug/mL para os controles.

Todas as amostras foram previamente testadas com relacdo a capacidade
hemolitica das mesmas. Para isso, foram realizados ensaios de hemodlise na
auséncia da fonte de complemento (soro humano). Inicialmente foram adicionados
20 pL das solugdes testes (em todas as concentragcdes em triplicatas) a 50 pL da
suspencao de eritrocitos sensibilizados 1,2 % e a 50 yL do tampédo HEPES. As
misturas permaneceram incubadas a 37 °C por 30 min, centrifugadas (1440 x g por 5
min) e analisadas a 405 nm (espectrofotdmetro de microplacas modelo ELX800 UV-
Vis, BIOTEK, Winooski, Vermont, EUA). Para todas as concentracfes, a taxa de
hemdlise foi proxima a zero, desta forma, as fracdes prosseguiram para 0S ensaios

de fixacdo do sistema complemento (SECAO 5.3.3.).

5.3.4. Aspectos Eticos e Biosseguranca

Os procedimentos experimentais envolvendo o0s bioensaios utilizando
animais de laboratérios foram aprovados e realizados de acordo com as normas do
Comité de Experimentacéo e Etica Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR
(855, processo 23075.053625/2014-18) (ANEXO I1l) e Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da UFPR (UFPR/Hospital de Clinicas) (ANEXO 1V).

5.4. Andlise Estatistica

As dosagens de fendlicos, carboidratos, proteinas e acidos urdnicos foram
realizadas cinco vezes (EHP — 17 dosagens), em diferentes dias, para as replicatas
de cada tratamento. Os ensaios antioxidantes DPPH e poder redutor foram

realizados duas vezes para as replicatas com triplicatas de cada concentracdo. Os
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ensaios de fixagdo do sistema complemento foram realizados trés vezes, em
diferentes dias, com triplicatas para cada concentragao.

Os resultados foram submetidos ao teste de hipdteses one-way ANOVA
(Analysis of Variance) seguido pelo teste de multiplas comparacdes teste de Tukey,
ou Teste de Student, com nivel de significancia p < 0,05. O EC50% (ensaio de
DPPH) e IC50% (ensaio do sistema complemento) foram calculados a partir da
regressao linear (r? = 0,90) ap6s linearizagéo da curva dose resposta. A correlacdo
de Pearson foi utilizada para verificar a associacao entre temperatura de secagem
das folhas, concentragdo de fendlicos totais e atividade antioxidante (EC50%). O
teste de hip6teses Teste t para coeficiente r de Pearson foi utilizado para determinar
a significancia do valor de r (considerado r # 0 para p < 0,05).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Extratos hidroalcodlicos das folhas de P. americana Mill. e M. paradisiaca
L.

6.1.1. Rendimento e analises quimicas dos extratos hidroalcodélicos das folhas
de P. americana Mill. (EHP) e M. paradisiaca L. (EHM)

Os rendimentos e analises quimicas estdo mostrados na TABELA 1. As
folhas secas de P. americana (65 % m/m de umidade) e M. paradisiaca (55 % m/m
de umidade) foram submetidas a extracéao hidroalcodlica (70 %) por 4 dias no escuro
e apos liofilizacdo do extrato, os rendimentos foram de 25,2 % + 3,7 e 15,6 % + 3,3
(m/m), respectivamente. Os extratos resultantes demostraram altos teores de
carboidratos, 508,5 + 85,8 (50,8 % £ 8,5 m/m) e 646,1 + 59,8 ug/mg (64,6 % * 6,0
m/m) para P.americana e M. paradisiaca, respectivamente, sendo maior no extrato
oriundo das folhas da bananeira (teste T; T=2,9; gl=8; p=0,019; n=5).

A concentracdo de proteinas foi semelhante para os dois extratos (teste T;
T=0,8; gl=8; p=0,421; n=5), com cerca de 12,5 % + 2,5 (124,6 + 25,4 yg/mg) e 11,2
% + 2,1 (m/m) (112,1 + 20,9 ug/mg) para o extrato do abacateiro e bananeira,
respectivamente. A concentracdo de acidos urdnicos foi baixa e estatisticamente
similar para os dois extratos (teste T; T=0,4; gl=8; p=0,680; n=5), sendo a média de
1,1 % + 0,3 (10,6 £ 2,7 uyg/mg) € 1,0 % + 0,4 (m/m) (9,7 £ 3,6 ug/mg) para EHP e

EHM, respectivamente. Por fim a, concentracdo de compostos fendlicos foi de 237,1
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+ 25,1 (23,7 % £ 2,5 m/m) e 119,2 £ 1,1 yg/mg (11,9 % + 0,1 m/m) para os extratos
EHP e EHM, respectivamente, sendo bem maior no extrato EHP (teste T; T=10,32;
g|:20; p<0,0001; Ngpp=17; nEHM=5).

TABELA 1 — RENDIMENTOS E CONCENTRAGAO DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS, ACIDOS
URONICOS E FENOLICOS DOS EXTRATOS EHP (Persea americana) E EHM (Musa x paradisiaca).

Extrato Rendimento Carboidratos Proteinas U?gl:icc);s Fendlicos
(%)’ (ng/mg)° (ng/mg)° . (ng/mg)
(ng/mg)
124,6 £ 10,6 £ 237,1%
+ +
EHP 25,2+3,7 508,51 85,8 25 4 27 25 1
112,1 +
EHM 15,6%3,3 646,1+ 59,8 209 9,7+3,6 119,2+1,1

FONTE: O autor (2017).

NOTA: ® Determinado a partir da massa do extrato liofilizado em relagdo & massa inicial das folhas
secas; ” Determinado através da dosagem colorimétrica de carboidratos (DUBOIS et al., 1956)
(SECAO 5.1.3.) com curva padréo de glucose 0,4-40 pg (y=0,00275x; r’=0,98) e representado na
forma de pg equivalentes por mg do extrato seco; © Determinado através da dosagem colorimétrica
de proteinas (BRADFORD, 1976) (SECAO 5.1.4.) com curva padrdo de ovo-albumina 0,4-40 ug
(y=0,0405x-0,012; r°=0,96) e representado na forma de pg equivalentes por mg do extrato seco; d
Determinado através da dosagem colorimétrica de acidos urénicos (FILISETTI-COZZI & CARPITA,
1991) (SECAO 5.1.5.) com curva padrdo de acido glucurénico 1-100 pg (y=0,0549x; r’=0,99) e
representado na forma de g equivalentes por mg do extrato seco; ° Determinado através da
dosagem colorimétrica de compostos fendlicos (SINGLETON & ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.)
com curva padrdo de acido galico 1-50 pg (y=0,0239x; r’=0,95) e representado na forma de pg
equivalentes por mg do extrato seco; Os resultados estdo expressos em média = desvio padrdo de
cinco dosagens de cada replicata (EHP — 17 dosagens); EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P.
americana; EHM — extrato hidroalcodlico das folhas de M. paradisiaca.

6.1.2. Atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
P. americana Mill. (EHP) e M. paradisiaca L. (EHM)

Os resultados de atividade antioxidante (EHP e EHM) por captacdo do
radical DPPH (FIGURA 7 e TABELA 2) e poder redutor (FIGURA 8) indicam que
ambos os extratos possuem atividade antioxidante. A captacdo do radical livre
DPPH de ambos os extratos (EHP e EHM) foi dose dependente (one-way ANOVA;
F=107,2; p<0,0001; gl=8; grupos=9; n=2 e F=309,1; p<0,0001; gl=8; grupos=9; n=2,
para EHP e EHM, respectivamente) e maior no extrato oriundo das folhas da P.
americana (EHP). Na maior concentracao testada (640 ug/mL), a captagao chegou a
88,4 % +2,1e 793 % £ 2,5 dos radicais DPPH para EHP e EHM, respectivamente
(FIGURA 7).
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A concentragdo capaz de captar 50% dos radicais DPPH (EC50%) foi
estatisticamente menor para o extrato EHP (EC50% = 57,8 + 5,4 pg/mL) em relag&o
a EHM (EC50% = 194,3 + 5,3 pg/mL) (teste T; T=25,5; gl=2; p=0,0015; n=2),
indicando maior atividade de captacdo do radical DPPH para o extrato EHP
(TABELA 2). Os EC50% dos padrbes comerciais foramde 9,2 +1,3;21,0+1,4e 9,4
+ 1,4 para acido galico (AG), BHT (butylated hydroxytoluene) e quercetina (Que)
(TABELA 2).

Captacdo do radical
DPPH (%)

5 10 15 20 30 40 60 80 160 240 320 480 640
Concentragdo (ng/mL)

FIGURA 7 — CAPTACAO DO RADICAL DPPH DOS EXTRATOS EHP, EHM E PADROES
COMERCIAIS.

AUTOR: O autor (2017).

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de captacéo do radical DPPH (BLOIS, 1958)
(SECAO 5.2.2.1.); Os resultados estio expressos em média + desvio padrdo de duas dosagens de
cada replicata; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana; EHM — extrato hidroalcodlico
das folhas de M. paradisiaca; AG — acido galico; BHT - butylated hydroxytoluene; Que — quercetina.

TABELA 2 — ATIVIDADE DE CAPTACAO DE RADICAIS DPPH (EC50%) DOS EXTRATOS EHP,
EHM E PADROES COMERCIAIS.

Captacao de DPPH EHP EHM GA BHT Que

EC50% (ng/mL) 57,8+5,4 194,3+53 9,2+1,3 210+14 94+1,4

FONTE: O autor (2017)

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de captacéo do radical DPPH (BLOIS, 1958)
(SECAO 5.2.2.1.); EC50% calculado a partir da equacéo das curvas de captacédo de radicais DPPH
linearizada (FIGURA 7); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo do EC50% de
cada replicata; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana; EHM — extrato hidroalcodlico
das folhas de M. paradisiaca; AG — acido galico; BHT - butylated hydroxytoluene; Que — quercetina.
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Como no ensaio de captacdo de radical DPPH, o poder redutor foi maior
para o extrato de P.americana e apresentou resposta dose dependente (one-way
ANOVA; F=26,9; p<0,0001; gl=8; grupos=9; n=2; para EHP e F=88,1; p<0,0001,;
gl=8; grupos=9; n=2; para EHM), sendo que na concentragédo de 640 ug/mL, o poder
redutor de EHP apresentou valor 2,8 vezes maior que de EHM (teste T; T=12,9;
gl=2; p=0,006; n=2) (FIGURA 8).

Comparando-se com o0s padrdes utilizados que séo fortes antioxidantes
purificados, os resultados, por ambos os métodos, indicam que os extratos EHP e
EHM possuem alta atividade antioxidante, sendo maior no extrato EHP. Uma série
de trabalhos tem mostrado a relacdo entre atividade antioxidante e o conteldo de
compostos fenodlicos de extratos vegetais (DJERIDANE, et al., 2006; TURKMEN,
SARI & VELIOGLU, 2006; JAVANMARDI, et al., 2003; VELIOGLU, et al., 1998).
Neste sentido, a maior atividade antioxidante do extrato EHP provavelmente ocorre
devido ao maior teor de compostos fenolicos, quando comparado com o extrato
EHM.

A concentracdo de compostos fenodlicos de EHP (237,1 + 25,1 pg/mg) e
EHM (119,2 + 1,1 pyg/mg) foram maiores que em extratos de folhas ditos
antioxidantes, como de Camelia sinensis (58,7 + 2,9 pg/mg) (CHAN, LIM & CHEW,
2007) amora (Morus indica L.) (71,0 + 2,5 — 93,2 + 1,0 pg/mg) (ARABSHAHI-
DELOUEE & UROOJ, 2007), amora silvestre (Rubus sp.) (48,5 = 5.1 ug/mg),
framboesa (Rubus idaeus L.) (54,7 = 3,8 pg/mg) e morango (Fragaria x ananassa D.)
(30,9 £ 3,1 ug/mg) (WANG & LIN, 2000). Neste sentido, fica evidente que o potencial
das folhas de M. paradisiaca e principalmente de P. americana como fontes naturais
de compostos fendlicos antioxidantes pode ser muito explorado. Desta maneira, 0s
experimentos de caracterizacdo quimica e estabilidade dos compostos fendlicos
foram realizados somente para as folhas com maior teor de compostos fendlicos e

atividade antioxidante (P. americana).
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FIGURA 8 — PODER REDUTOR DAS EXTRATOS EHP, EHM E PADROES COMERCIAIS.

AUTOR: O autor (2017).

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de poder redutor OYAIZU (1986) (SECAO
5.2.2.2.); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de duas dosagens de cada
replicata; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana; EHM — extrato hidroalcodlico das
folhas de M. paradisiaca; AG — acido galico; BHT - butylated hydroxytoluene; Que — quercetina.
6.1.3. Identificacdo de compostos fendlicos de EHP por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (CL-EM)

A CL-EM foi realizada com objetivo de identificar os compostos fendlicos do
extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana (EHP). Com esta técnica, é
possivel obter uma série de informacfes sobre a estrutura de compostos fendlicos
em extratos vegetais sem necessidade de isolamento prévio dos compostos
(ESCARPA & GONZALEZ, 1998; ALONSO-SALCES et al., 2001; SUN et al., 2007).
O perfil de eluicdo apresentou a separacdo de pelo menos 26 grupos de compostos
em 30 min de corrida (FIGURA 9). Destes 26 picos, 21 foram identificados e
sugeridos (TABELA 3 / FIGURA 11) baseados nos tempos de eluicdo e massas em
comparacédo com a literatura (FIGURA 10) (DE ALMEIDA et al., 1998; APATI, et al.,
2002; ALONSO-SALCES, et al., 2005; MONAGAS, et al., 2005; STRACKE et al.,
2007; SUN et al., 2007; BERNAL, et al., 2013; BRITO, et al., 2014; ALVAREZ et al.,
2016; JIMENEZ et al., 2017).
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FIGURA 9 — CROMATOGRAMA DE IONS TOTAIS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO EHP DAS
FOLHAS DE P. americana.

AUTOR: O autor (2017).

NOTA: Cromatograma obtido em equipamento AGILENT série 1200; Separacéao realizada em coluna
de fase reversa (Cig, 150 x 2,1 mm, 5 um) a 25 °C; Fase movel 0,5 % de acido formico em H,O
(solvente A) e 0,5 % de acido férmico em acetonitrila (solvente B) no seguinte gradiente: 0-10: 10 %
de B; 10-20 min: 10-30 % de B; 20-30 min: 30-50 % de B; 30-32 min: 50 % de B; 32-38 min 50-10 %
de B; 38-48 min: 10 % de B. Fluxo de 1,0 mL/min E volume de injecdo de 5 uL (SECAO 5.2.3.).

Os picos 1, 3, 4, 5 e 6 apresentaram ions [M - H'em m/z 577, 863, 865, 863
(575) e 865, respectivamente, caracteristicos de uma classe de compostos fendlicos
denominados flavan-3-ols. O pico 1 foi identificado como um dimero de procianidina
tipo B, provavelmente procianidina Bl (epicatequina-(4p—8)-catequina) (FIGURA
10a). Picos 4 e 6 foram identificados como trimeros de procianidinas tipo B, sendo o
primeiro provavelmente procianidina Cl(epicatechin-(43-8)-epicatechin-(43-8)-
epicatechin) (FIGURA 10c,e). Os picos 3 e 5 apresentaram ions [M - H] em m/z 575
e 863 que foram considerados dimeros (provavelmente procianidina A2) e trimeros
de procianidias tipo A, respectivamente (FIGURA 10b,d).

Para os picos 7-25, todos os compostos identificados foram classificados
como flavonols glicosilados (kaepferol e quercetina). Kaempferol tri-glicosilado foi
identificado nos picos 7, 10 e 11 com ions [M - H]' em m/z 739, 741 e 741,
respectivamente (FIGURA 10f,h,i). Flavonols mono-glicosilados como kaempferol-3-
O-arabinosideo (pico 21, ion [M - H]' em m/z 417) (FIGURA 10r), kaempferol-3-O-
glucosideo (astragalina, pico 20 e 22, ion [M - H em m/z 447) (FIGURA 10q,s) e
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kaempferol-3-O-ramnosideo (afzelina, pico 23 e 24, ion [M - H] em m/z 431)
(FIGURA 10t,u) também foram identificados.

Para os glicosideos de quercetina, foi sugerido a presenca de quercetina-3-
O-[ramnosil-glucosideo]-7-ramnosideo (pico 8, ion [M - H]" em m/z 755) (FIGURA
10g), quercetina-3-O-arabinoglucosideo (peltatosideo, pico 12, ion [M - H em m/z
595) (FIGURA 10j); quercetina-3-O-ramnoglucosideo (rutina, pico 14, ion [M - H]" em
m/z 609) (FIGURA 10I), quercetina-3-O-galactosideo (hiperosideo, pico 16, ion [M -
H] em m/z 463) (FIGURA 10m) e quercetina-3-O-glucosideo (isoquercitrina, pico 17,
fon [M - HI" em m/z 463) (FIGURA 10n). Pico 18 apresentou dois ions [M - HJ
principais em 433 e 505, os quais podem ser referentes a avicularina (quercetina-3-
O-arabinosideo) e quercetina-3-O-glucose-6"-acetato, respectivamente (FIGURA
100). O pico 19 (ion [M - H] em m/z 447) foi identificado como quercitrina
(quercetina-3-O-ramnosideo) (FIGURA 10q) e por fim, pico 26, com maior retencao,
foi assinalado como uma flavona luteolina-8-glucosideo (orientina, ion [M - H] em
m/z 447) (FIGURA 10v).

DE ALMEIDA et al. (1998) e ALVAREZ et al. (2016) reportaram a grande
concentracdo de flavonols glicosilados nas folhas do género Persea (incluindo P.
americana), como kaempferol-3-O-arabinosideo, kaempferol-3-O-ramnosideo
(afzelina), quercetina-3-O-arabinosideo (peltatosideo), quercetina-3-O-ramnosideo
(quercitrina), quercitina-3-O-galactosideo (hiperosideo), quercitina-3-O-glucosideo
(isoquercitrina). Os compostos astragalina (kaempferol-3-O-ramnosideo), rutina
(quercetina-3-O-ramnoglucosideo) bem como os dimeros e trimeros de
procianidinas também ja foram relatados para as folhas de P. americana (JIMENEZ
et al.,, 2017). Interessantemente, ndo foi encontrado a aglicona quercetina nem
kaempferol di-glicosilados previamente reportado por JIMENEZ et al. (2017). Por
outro lado, a presenca de flavonols tri-glicosilados (kaempferol tri-glicosilados e
guercetina-3-O-[ramnosil-glucosideo]-7-ramnosideo), encontrados em outras
espécies vegetais (STRACKE et al., 2007), parece ser inédita para as a espécie P.
americana. E importante ressaltar que a alta concentracédo de quercitrina (pico 19)
também n&o foi relatada por outros autores (DE ALMEIDA et al., 1998; JIMENEZ et
al.,, 2017). Desta forma, é possivel concluir que as folhas de P. americana

representam uma rica fonte de compostos fendlicos com diversas estruturas
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;. .. . .
quimicas, principalmente flavonoides denominados flavan-3-ols e flavonols
glicosilados.
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FIGURA 10 — ESPECTROS DE MASSA DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO EHP DAS FOLHAS DE P. americana.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: a) Procianidina B1; b) Procianidina trimérica tipo A; c¢) Procianidina C1; d) Procianidina
trimérica tipo A / Procianidina A2; e) Procianidina trimérica tipo B; f,h,i) Kaempferol tri-glicosilado; g)
Quercetina-3-O-(ramnosil-glucosideo)-7-ramnosideo; j) Peltatosideo; 1) Rutina; m) Hiperosideo; n)
Isoquercitrina; o) Avicularina / Quercetina-3-O-glucose-6"-acetato; p) Quercitrina; q,s) Astragalina; r)
Kaempferol-3-O-arabinosideo; t,u) afzelina; v) Orientina; Determinados por cromatografia liquida
acoplada & espectrometria de massas (SECAO 5.2.3.); Separacdo por cromatografia liquida
demonstrada no cromatograma da FIGURA 9; lonizagdo por electrospray com nebulizador 50 psi,
4500 V, fluxo do gas de arraste (N;) de 11 L/min e temperatura de ionizacdo de 350 °C.
Espectrometro de massas tipo ion trap operado em modo negativo com varredura de massas de 150
a 1000 massa/carga (m/z).
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS SUGERIDOS PARA O EXTRATO HIDROALCOOLICO EHP
DAS FOLHAS DE P. americana.

Pico (r-r::qn) [M-H] (m/z) Composto Sugerido
1 13,0 577 Procianidina B1
2 17,9 329 nd
3 18,4 863 Procianidina trimérica tipo A
4 18,8 865 Procianidina C1
5 19,3 575/ 863 Procianidina trimérica tipo A e Procianidina A2
6 19,9 865 Procianidina trimeérica tipo B
7 20,5 739 Kaempferol triglicosilado
8 20,6 755 Quercetina-3-0-(Rha-Glu)-7-Rhamnosideo
9 21,0 909 nd
10 21,2 741 Kaempferol triglicosilado
11 21,3 741 Kaempferol triglicosilado
12 21,7 595 Quercetina-3-0-arabinoglucosideo (Peltatosideo)
13 21,9 300 nd
14 22,2 609 Quercetina-3-0O-rhamnoglucosideo (Rutina)
15 22,4 300 nd
16 22,5 463 Quercetina-3-0-galactosideo (Hyperosideo)
17 22,7 463 Quercetina-3-0-glucosideo (Isoquercitrina)
18 235 as3/s0s O dlicose 6 acetato
19 24,1 447 Quercetin-3-O-rhamnoside (Quercitrina)
20 24,5 447 Kaempferol-3-O-glucosideo (Astragalina)
21 24,7 417 Kaempferol-3-O-arabinosideo
22 25,3 447 Kaempferol-3-O-glucosideo (Astragalina)
23 25,8 431 Kaempferol-3-O-rhamnosideo (Afzelina)
24 26,2 431 Kaempferol-3-O-rhamnosideo (Afzelina)
25 26,5 575 nd
26 29,2 447 Luteolina-8-C-glucoside (Orientina)

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Determinados por cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas (SECAO
5.2.3.); Separacéo por cromatografia liquida demonstrada no cromatograma da FIGURA 9; Espectros
de massas mostrados na FIGURA 10; TR — tempo de reten¢éo; nd — ndo determinado.
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Procianidinas diméricas

- {Rha-Glu)-7-Rhamnosideo
- Arabinoglucosideo
- Ramnoglucosideo
R 4 - Galactosideo
- Glucosideo
- Arabinosideo
|- Ramnosideo

Tipo B

Triglicosiado
Arabinosideo
Glucosideo
Ramnosideo

FIGURA 11 - COMPOSTOS FENOLICOS SUGERIDOS PARA O EXTRATO HIDROALCOOLICO

EHP DAS FOLHAS DE P. americana.
FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinados por cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas (SECAO
5.2.3.); Separacgéo por cromatografia liquida demonstrada no cromatograma da FIGURA 9; Espectros

de massas mostrados na FIGURA 10.
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6.1.4. Estabilidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas

de P. americana Mill.

6.1.4.1. Efeito da temperatura de secagem das folhas sobre a concentracao de
compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas de P. americana

As folhas do abacateiro, apés secagem em sete modos diferentes (40, 50,
60, 70, 90, 100 °C e liofilizado) e extracéo hidroalcodlica (70 % por 4 dias no escuro)
apresentaram teor de umidade e rendimento médios de 61,4 % * 2,2 (m/m) e 22,6 %
* 4,4 (m/m), respectivamente . A taxa de desidratagéo foi maior com o aumento da
temperatura, sendo os tempos de secagem de 43,4 h (40 °C), 19,2 h (50 °C), 7,1 h
(60 °C), 6,2 h (70 °C), 3,2 h (90 °C) e 1,0 h (100 °C) (correlacéo de Pearson; r=—
0,82; p=0,043; n=6).

As secagens a 40 °C (S40), 50 °C (S50) e 60 °C (S60) e liofilizada (SL)
deram origem a extratos com concentracdo de compostos fenodlicos e atividade
antioxidante semelhantes. Por outro lado, extratos oriundos de folhas secas acima
de 70 °C (S70, S90 e S100) apresentaram uma reducdo na concentracdo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante (FIGURA 12). A concentracdo de
compostos fendlicos variou de 130,0 + 7,6 a 233 + 36,8 ug/mg, sendo maior no
extrato SL (liofilizada) e menor no extrato S90 (secagem a 90 °C) (one-way ANOVA;
F=13,28; p=0,0016; gl=6; grupos=7; n=2) (FIGURA 12a). As temperaturas de
secagem das folhas foram negativamente correlacionadas as concentracfes de
compostos fendlicos (correlacdo de Pearson; r=—0,81; p=0,025; n=6), sugerindo que
altas temperaturas dado origem a extratos com menores teores de compostos
fendlicos (FIGURA 12a,).

A atividade antioxidante de captacdo do radical DPPH (EC50%) apresentou
dois grupos distintos: extratos com maior atividade oriundas de folhas secas a
temperaturas abaixo de 70 °C (40, 50, 60 °C e liofilizadas); e extratos com menor
atividade, oriundas de folhas secas acima de 70 °C (70, 90 e 100 °C) (one-way
ANOVA; F=10,69; p=0,0032; gl=6; grupos=7; n=2) (TABELA 4). A temperatura de
secagem das folhas se mostrou também correlacionada com o DPPH-EC50%
(correlacdo de Pearson; r=+0,90; p=0,014; n=6) e poder redutor (640 ug/mL)

(correlagcéo de Pearson; r=—0,89; p=0,016; n=6), sugerindo que altas temperaturas
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de secagem das folhas d&o origem a extratos com atividades antioxidantes menores

(FIGURA 12b,).
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FIGURA 12 — ESTABILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
FRENTE A DIFERENTES TEMPERATURAS DE SECAGEM DAS FOLHAS DE P. americana.

FONTE: O autor (2017).
NOTA: a) Contetdo de compostos fendlicos totais; al) Correlacdo temperatura de secagem X
fendlicos totais; b) Captacéo do radical DPPH; bl) Correlagcdo temperatura de secagem x DPPH —
EC50%; c) Poder redutor; Fendlicos totais determinados através da dosagem colorimétrica de
compostos fenolicos (SINGLETON & ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.) com curva padrdo de acido
galico 1-50 pg (y=0,0239x; r’=0,95); Os resultados de fendlicos totais estdo expressos em média +
desvio padrédo de cinco dosagens de cada replicata (n=2); Diferentes letras (grafico “a”) representam
diferengas significativas determinadas por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05);
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Captacao do radical DPPH determinado através da dosagem colorimétrica de captacédo do radical
DPPH (BLOIS, 1958) (SECAO 5.2.2.1.); EC50% calculado a partir da equagdo das curvas de
captacao de radicais DPPH linearizada; Os resultados de EC50% estédo expressos em média de cada
replicata (n=2); Poder redutor determinado através da dosagem colorimétrica de poder redutor
OYAIZU (1986) (SECAO 5.2.2.2.); Os resultados de captacdo de DPPH e poder redutor estdo
expressos em média de duas dosagens de cada replicata (n=2); SL — liofilizado; S40 — secagem 40
°C; S50 — secagem 50 °C; S60 — secagem 60 °C; S70 — secagem 70 °C; S90 — secagem 90 °C; S100
— secagem 100 °C.

Por fim, como observado por outros autores (DJERIDANE, et al., 2006;
TURKMEN, SARI & VELIOGLU, 2006; JAVANMARDI, et al., 2003; VELIOGLU, et
al., 1998), houve associacdo entre a concentracdo de compostos fendlicos com
captacdo de radicais DPPH (EC50%) (correlacdo de Pearson; r=-0,93; p=0,003;
n=6) e poder redutor (640 pg/mL) (correlagdo de Pearson; r=+0,92; p=0,005; n=6),
sugerindo que as altas temperaturas de secagens das folhas diminuiram as
concentracbes de compostos fendlicos, que por sua vez atenuou a atividade

antioxidante dos extratos resultantes.

TABELA 4 — ATIVIDADE DE CAPTAGCAO DE RADICAIS DPPH (EC50%) DOS EXTRATOS DAS
FOLHAS DE P. americana SUBMETIDAS A DIFERENTES TEMPERATURAS DE SECAGEM.

Extrato DPPH EC50% (ug/mL)

SL 76,1+ 18,2
5S40 53,4 +18,3°

S50 57,8+5,4°

S60 53,4+1,1°

S70 106,6 +5,2°

S90 106,7 + 8,4°

S100 110,4 +11,8°

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de captacéo do radical DPPH (BLOIS, 1958)
(SECAO 5.2.2.1.); EC50% calculado a partir da equacéo das curvas de captacdo de radicais DPPH
linearizada (FIGURA 11b); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo do EC50% de
cada replicata (n=2); Diferentes letras representam diferencas significativas determinadas por one-
way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05); SL — liofilizado; S40 — secagem 40 °C; S50 —
secagem 50 °C; S60 — secagem 60 °C; S70 — secagem 70 °C; S90 — secagem 90 °C; S100 —
secagem 100 °C.
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MAILLARD & BERSET (1995) propdem trés possiveis mecanismos para
explicar a variagdo de compostos fendlicos de extratos submetidos a altas
temperaturas: primeiro, liberacdo de fendlicos ligados a macromoléculas (ex.
ligacdes &cido p-cuméarico e lignina / ligacdes acido ferdlico e arabinoxilanas);
segundo, degradacdo parcial da lignina e liberacdo de acidos fendlicos (acidos
hidroxicinamicos); e por fim, a degradacédo térmica pode ocorrer.

QUE et al. (2008) e VEGA-GALVEZ, et al. (2009) sugerem que 0 aumento
da atividade antioxidante de extratos oriundos de secagens a altas temperaturas
pode ser devido: 1 — aos altos tempos de secagens a baixas temperaturas; e 2 —
pela formagcdo de compostos de alta atividade antioxidante denominados
melanoidinas (macromoléculas de alta massa molecular formadas em altas
temperaturas via reacdo de Maillard). Entretanto, a maioria dos relatos sugere que
altas temperaturas de secagem atuam diminuindo a concentracdo de compostos
fendlicos de extratos vegetais via degradacdo térmica (LARRAURI, RUPEREZ &
SAURA-CALIXTO,1997; KATSUBE et al., 2009; MRAD et al., 2012).

Neste estudo, particularmente, a diminuicdo na concentracdo de compostos
fendlicos em extratos submetidos a altas temperaturas de secagem sugerem que a
degradacédo térmica € provavelmente o principal mecanismo. Desta forma, um
controle rigido da temperatura de secagem se mostra um importante passo para a
manutencado dos altos niveis de compostos fendlicos e atividade antioxidante de
extratos provenientes das folhas de P. americana.

Diferentemente dos compostos fendlicos, as concentracdes de carboidratos,
proteinas e acidos urénicos nao foram alterados pela temperatura de secagem das
folhas (one-way ANOVA; F=1,016; p=0,484; gl=6; grupos=7; n=2, F=0,180; p=0,974;
gl=6; grupos=7; n=2 e F=0,698; p=0,661; gl=6; grupos=7; n=2, respectivamente)
(FIGURA 13). Desta forma, € possivel inferir que estes compostos sdo estaveis a
temperatura de secagem das folhas e que pouco influenciam na atividade

antioxidante resultante do extrato.
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FIGURA 13 — DOSAGENS COLORIMETRICAS DE CARBOIDRATOS TOTAIS (a), PROTEINAS
TOTAIS (b) E ACIDOS URONICOS TOTAIS (c) DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE P. americana
SUBMETIDAS A DIFERENTES TEMPERATURAS DE SECAGEM.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Carboidratos totais determinados através da dosagem colorimétrica de carboidratos (DUBOIS
et al., 1956) (SECAO 5.1.3.) com curva padréo de glucose 0,4-40 ug (y=0,00275x; r’=0,98); Proteinas
totais determinados através da dosagem colorimétrica de proteinas (BRADFORD, 1976) (SECAO
5.1.4.) com curva padrdo de ovo-albumina 0,4-40 ug (y=0,0405x-0,012; r*=0,96); Acidos urénicos
totais determinados através da dosagem colorimétrica de &cidos urdnicos (FILISETTI-COZZI &
CARPITA, 1991) (SECAO 5.1.5.) com curva padrdo de &cido glucurénico 1-100 pg (y=0,0549x;
r’=0,99); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de cinco dosagens de cada
replicata (n=2); N&o houve diferencas significativas na concentragdo de carboidratos, proteinas e
acidos urénicos por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey; SL — liofilizado; S40 — secagem 40
°C; S50 — secagem 50 °C; S60 — secagem 60 °C; S70 — secagem 70 °C; S90 — secagem 90 °C; S100
— secagem 100 °C.
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6.1.4.2. Efeito da temperatura sobre a concentracdo de compostos fendlicos e

atividade antioxidante do extrato hidroalcoélico (EHP)

A incubacao do extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana (EHP) em
diversas temperaturas (40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C por até 8 h) ndo apresentou efeito
significativo tanto na concentracdo de compostos fendlicos quanto na atividade
antioxidante relacionada (FIGURA 14). A concentracdo de compostos fendlicos
apresentou valores entre 197,4 + 9,5 a 259,3 + 28,4 ug/mg e estatisticamente
semelhantes ao extrato de origem EHP (259,3 = 28,4 ng/mg) (one-way ANOVA,
F=1,113; p=0,382; gl=18; grupos=19; n=2; Ngyp=17).

A atividade antioxidante e dosagens de carboidratos, proteinas e acidos
urénicos foram realizadas somente para 0s extratos submetidas a 8 horas de
incubacéo. Para os ensaios de captacéo do radical DPPH, as curvas de atividades
foram bem semelhantes (FIGURA 14b) e com valores de EC50% entre 61,5+ 1,7 a
77,8 = 8,1 pg/mL. Mesmo os extratos submetidos a altas temperaturas, a atividade
antioxidante (EC50%) nao foi diferente do extrato controle EHP (DPPH-EC50% =
57,8 + 5,4 yug/mL) (one-way ANOVA; F=2,903; p=0,0589; gl=6; grupos=7; n=2)
(TABELA 5). O poder redutor do extrato EHP também se mostrou estavel frente a
temperatura em solucdo (FIGURA 14c), com atividades semelhantes mesmo na
maior concentracdo testada (640 pg/mL) (one-way ANOVA; F=3,812; p=0,0517;
gl=6; grupos=7; n=2).

O estresse térmico em extratos soluveis geralmente diminui a concentracao
de compostos fendlicos via degradacéo térmica (ARABSHAHI-DELOUEE & UROOQJ,
2007; KATSUBE et al.,, 2009), mas raramente pode induzir a formacdo de
compostos com propriedades antioxidantes (GAZZANI et al., 1998).
Interessantemente, os compostos fendlicos de EHP em solucdo parecem ser
estaveis e capazes de manter a atividade antioxidante relacionada frente a todas as

temperaturas testadas.
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FIGURA 14 — ESTABILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS
FOLHAS DE P. americana FRENTE A DIFERENTES TEMPERATURAS DE INCUBACAO DO
EXTRATO EHP.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: a) Contetdo de compostos fendlicos totais; b) Captacéo do radical DPPH; ¢) Poder redutor;
Fendlicos totais determinados através da dosagem colorimétrica de compostos fendlicos
(SINGLETON & ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.) com curva padrdo de é&cido galico 1-50 g
(y=0,0239x; r’=0,95); Os resultados de fendlicos totais estdo expressos em média + desvio padréo de
cinco dosagens de cada replicata (EHP — 17 dosagens); Nao houve diferengas significativas na
concentragao de compostos fendlicos (grafico “a”) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey;
Atividade antioxidante determinada para as extratos submetidos a 8 h de incubacéo; Captacdo do
radical DPPH determinado através da dosagem colorimétrica de captagdo do radical DPPH (BLOIS,
1958) (SECAO 5.2.2.1.); Poder redutor determinado através da dosagem colorimétrica de poder
redutor OYAIZU (1986) (SECAO 5.2.2.2.); Os resultados de captacdo de DPPH e poder redutor estio
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expressos em média de duas dosagens de cada replicata (n=2); T40-8 — temperatura em solugédo 40
°C por 8 h; T50-8 — temperatura em solugéo 50 °C por 8 h; T60-8 — temperatura em solugdo 60 °C por
8 h; T70-8 — temperatura em solugéo 70 °C por 8 h; T80-8 — temperatura em solucdo 80 °C por 8 h;
T90-8 — temperatura em solugdo 90 °C por 8 h; ; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P.
americana.

TABELA 5 — ATIVIDADE DE CAPTACAO DE RADICAIS DPPH (EC50%) DA EXTRATO EHP
SUBMETIDO A DIFERENTES TEMPERATURAS (8 HORAS) EM SOLUCAO HIDROALCOOLICA.

Extrato DPPH EC50% (pug/mL)
T40-8 61,5+ 1,7
T50-8 70,91 0,6
T60-8 77,8+8,1
T70-8 77,0 0,7
T80-8 69,1+ 6,5
T90-8 74,1+ 8,2

EHP 57,84 5,4

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de captacdo do radical DPPH (BLOIS, 1958)
(SECAO 5.2.2.1.); EC50% calculado a partir da equacéo das curvas de captacdo de radicais DPPH
linearizada (FIGURA 13b); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo do EC50% de
cada replicata; Nao houve diferencas significativas nos ECs50% por one-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey; T40-8 — temperatura em solucdo 40 °C por 8 h; T50-8 — temperatura em solug&o 50
°C por 8 h; T60-8 — temperatura em solugdo 60 °C por 8 h; T70-8 — temperatura em solugéo 70 °C por
8 h; T80-8 — temperatura em solucéo 80 °C por 8 h; T90-8 — temperatura em solucdo 90 °C por 8 h;
EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana.

Por fim, as concentracdes de carboidratos, proteinas e acidos urénicos néo
foram alteradas pela temperatura em solucdo do extrato hidroalcodlico EHP (one-
way ANOVA; F=1,016; p=0,484; gl=6; grupos=7; n=2, one-way ANOVA; F=0,180;
p=0,974; gl=6; grupos=7; n=2 e one-way ANOVA; F=0,698; p=0,661; gl=6; grupos=7,
n=2, respectivamente) (FIGURA 15). Desta forma, é possivel inferir que estes

compostos sdo também estaveis a altas temperaturas em solugao por até 8 horas.
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FIGURA 15 — DOSAGENS COLORIMETRICAS DE CARBOIDRATOS TOTAIS (a), PROTEINAS
TOTAIS (b) E ACIDOS URONICOS TOTAIS (c) DO EXTRATO EHP SUBMETIDO A DIFERENTES
TEMPERATURAS (8 HORAS) EM SOLUCAO HIDROALCOOLICA.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Carboidratos totais determinados através da dosagem colorimétrica de carboidratos (DUBOIS
et al., 1956) (SECAO 5.1.3.) com curva padréo de glucose 0,4-40 ug (y=0,00275x; r’=0,98); Proteinas
totais determinados através da dosagem colorimétrica de proteinas (BRADFORD, 1976) (SECAO
5.1.4.) com curva padrdo de ovo-albumina 0,4-40 ug (y=0,0405x-0,012; r*=0,96); Acidos urénicos
totais determinados através da dosagem colorimétrica de &cidos urénicos (FILISETTI-COZZI &
CARPITA, 1991) (SECAO 5.1.5.) com curva padrdo de acido glucurénico 1-100 pg (y=0,0549x;
r’=0,99); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de cinco dosagens de cada
replicata (n=2); N&o houve diferencas significativas na concentragdo de carboidratos, proteinas e
acidos urdnicos por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey; T40-8 — temperatura em solucao
40 °C por 8 h; T50-8 — temperatura em solucdo 50 °C por 8 h; T60-8 — temperatura em solugéo 60 °C
por 8 h; T70-8 — temperatura em solucdo 70 °C por 8 h; T80-8 — temperatura em solugdo 80 °C por 8
h; T90-8 — temperatura em solugédo 90 °C por 8 h; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P.
americana.
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6.1.4.3. Efeito da estocagem sobre a concentracdo de compostos fendlicos e

atividade antioxidante do extrato hidroalcoélico (EHP)

Durante ambas as estocagens (refrigerador 4 °C e temperatura ambiente), a
concentracdo de compostos fendlicos do extrato de folhas permaneceu inalterada,
com médias variando de 201,6 + 8,0 a 250,8 + 6,6 e 225,4 + 20,4 a 271,5 + 33,8
pHg/mg, respectivamente (one-way ANOVA; F=1,427; p=0,2174; gl=11; grupos=12;
n=2; ngup=17, one-way ANOVA; F=0,9261; p=0,308; gl=11; grupos=12; n=2;
Nenp=17, respectivamente) (FIGURA 17a e FIGURA 18a).

Neste mesmo sentido, a atividade antioxidante também nao foi afetada pela
estocagem de EHP em solucao hidroalcodlica. A atividade de captacdo do radical
DPPH (FIGURA 17b e FIGURA 18b) apresentou valores de EC50% semelhantes a
extrato EHP (57,8 + 5,4 ug/mL), variando de 57,9 £+ 14,0a91,1+7,1e 485+t 144 a
81,7 + 3,8 pug/mL, para extratos estocados a 4 e 25 °C, respectivamente (one-way
ANOVA; F=2,913; p=0,0396; gl=11; grupos=12; n=2, one-way ANOVA; F=0,8288;
p=0,6111; gl=11; grupos=12; n=2, respectivamente) (TABELA 6). O poder redutor
também permaneceu constante frente a estocagem a 4 e 25 °C, com atividades
estatisticamente iguais mesmo na maior concentracdo testada (640 pg/mL) (one-way
ANOVA; F=0,8522; p=0,6010; gl=11; grupos=12; n=2, one-way ANOVA; F=0,2100;
p=0,9927; gl=11; grupos=12; n=2, respectivamente) (FIGURA 17c e FIGURA 18c).

A condicdo de estocagem pode afetar a concentracdo de compostos fendlicos
por modificagdes quimicas, como hidrdlises, oxidacdes e complexacdes (ZAFRILLA
et al., 2003). Comumente, a estocagem de extratos vegetais promove a diminui¢ao
de compostos fendlicos, como antocianinas e flavonoides (MONTORO et al., 2006;
MARQUEZ, SERRATOSA, & MERIDA, 2014). Entretanto, alguns compostos
fendlicos se mostraram estaveis frente a estocagem (VAN DER SLUIS, DEKKER &
VAN BOEKEL, 2005) e até um aumento de acidos fendlicos livres foi reportado
(RECAMALES et al., 2006). Neste estudo, foi demonstrado que os compostos
fendlicos (e a consequente atividade antioxidante) de extratos hidroalcoodlicos das
folhas do abacateiro sdo estaveis a estocagem (4 e 25 °C) por até 10 meses.

As concentracdes de carboidratos, proteinas e acidos urénicos também nao
foram alteradas pela estocagem a 4 °C (one-way ANOVA; F=3,030; p=0,0346;
gl=11; grupos=12; n=2, one-way ANOVA,; F=1,084; p=0,4435; gl=11; grupos=12; n=2
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e one-way ANOVA,; F=0,7154; p=0,7068; gl=11; grupos=12; n=2, respectivamente) e
25 °C (one-way ANOVA; F=0,2833; p=0,9774; gl=11; grupos=12; n=2, one-way
ANOVA; F=1,033; p=0,4754; gl=11; grupos=12; n=2 e one-way ANOVA; F=0,5393;
p=0,8420; gl=11; grupos=12; n=2, respectivamente) (FIGURA 16). Desta forma, é
possivel inferir que estes compostos sdo também estaveis frente a estocagem, nas
condi¢cdes analisadas.

4°C

I A=[1A[]

25°C

&

600

k=
-~

6004

400

4004

200 2004

Carboidratos Totais
(ng/mg extrato seco)
Carboidratos Totais
(ng/mg extrato seco)

E40 E4-1 E42 E43 E44 E45 E46 E47 E48 E49 E4-10 EHP E25-0 E25-1 E25-2 E25-3 E25-4 E25-5 E25-6 E25-7 E25-8 E259E25-10 EHP

a;) 200 b;) 200
g 2
W 0
L2 3 150 88 1501
g w 8w
L8 28
[y ©
[ [
© "; 100: © “;" 1004
= E w
Q U
(=] [=)]
B E S E
3 — e —
oo 50 oS 501
2 2

>

04
E40 E4-1 E4-2 E43 E44 E4$5 E46 E47 E48 E49 E4-10 EHP E25-0 E25-1 E25-2 E25-3 E25-4 E25-5 E25-6 E25-7 E25-8 E25-9E25-10 EHP

1] =

15

(Y
9
[
o
N
[~

15

o

Ac. Urénicos Totais
(ng/mg extrato seco)
o

Ac. Urénicos Totais
(ng/mg extrato seco)

E40 E41 E4-2 E43 E44 E45 E4S E47 E48 E48 E4-10 EHP - E25-0 E25-1 E25-2 E253 E254 E25% E25-6 E25-7 E258 E25-9E25-10 EHP

FIGURA 16 — DOSAGENS COLORIMETRICAS DE CARBOIDRATOS TOTAIS, PROTEINAS TOTAIS
E ACIDOS URONICOS TOTAIS DO EXTRATO EHP SUBMETIDO A ESTOCAGEM 4 °C
(REFRIGERADOR) (a) E 25 °C (TEMPERATURA AMBIENTE) (b) EM SOLUCAO
HIDROALCOOLICA POR 10 MESES.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Carboidratos totais determinados através da dosagem colorimétrica de carboidratos (DUBOIS
et al., 1956) (SECAO 5.1.3.) com curva padréo de glucose 0,4-40 ug (y=0,00275x; r’=0,98); Proteinas
totais determinados através da dosagem colorimétrica de proteinas (BRADFORD, 1976) (SECAO
5.1.4.) com curva padrdo de ovo-albumina 0,4-40 ug (y=0,0405x-0,012; r*=0,96); Acidos urénicos
totais determinados através da dosagem colorimétrica de &cidos urdnicos (FILISETTI-COZZI &
CARPITA, 1991) (SECAO 5.1.5.) com curva padrdo de acido glucurénico 1-100 pg (y=0,0549x;
r’=0,99); Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de cinco dosagens de cada
replicata (n=2); N&o houve diferencas significativas na concentracdo de carboidratos, proteinas e
acidos urdnicos por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey; T40-8 — temperatura em solucao
40 °C por 8 h; T50-8 — temperatura em solucdo 50 °C por 8 h; T60-8 — temperatura em solugéo 60 °C
por 8 h; T70-8 — temperatura em solucdo 70 °C por 8 h; T80-8 — temperatura em solugdo 80 °C por 8
h; T90-8 — temperatura em solugéo 90 °C por 8 h; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P.
americana.
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FIGURA 17 — ESTABILIDADE FRENTE A ESTOCAGEM 4 °C (REFRIGERADOR) DA SOLUCAO
HIDROALCOOLICA DO EXTRATO EHP DAS FOLHAS DE P. americana.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: a) Conteudo de compostos fendlicos totais; b) Captagéo do radical DPPH; c) Poder redutor;
Fendlicos totais determinados através da dosagem colorimétrica de compostos fendlicos
(SINGLETON & ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.) com curva padrdo de é&cido gélico 1-50 g
(y=0,0239x; r’=0,95); Os resultados de fendlicos totais estio expressos em média + desvio padréo de
cinco dosagens de cada replicata (EHP — 17 dosagens); Nao houve diferengas significativas na
concentracdo de compostos fendlicos (grafico “a”) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey;
Captacado do radical DPPH determinado através da dosagem colorimétrica de captacédo do radical
DPPH (BLOIS, 1958) (SECAO 5.2.2.1.); Poder redutor determinado através da dosagem colorimétrica
de poder redutor OYAIZU (1986) (SECAO 5.2.2.2.); Os resultados de captacdo de DPPH e poder
redutor estdo expressos em média de duas dosagens de cada replicata; E4-0 — estocagem 4 °C por 0
meses; E4-1 — estocagem 4 °C por 1 més; E4-2 — estocagem 4 °C por 2 meses; E4-3 — estocagem 4
°C por 3 meses; E4-4 — estocagem 4 °C por 4 meses; E4-5 — estocagem 4 °C por 5 meses; E4-6 —
estocagem 4 °C por 6 meses; E4-7 — estocagem 4 °C por 7 meses; E4-8— estocagem 4 °C por 8
meses; E4-9 — estocagem 4 °C por 9 meses; E4-10 — estocagem 4 °C por 10 meses; EHP — extrato
hidroalcodlico das folhas de P. americana.
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FIGURA 18 — ESTABILIDADE FRENTE A ESTOCAGEM 25 °C (TEMPERATURA AMBIENTE) DA
SOLUCAO HIDROALCOOLICA DO EXTRATO EHP DAS FOLHAS DE P. americana.
FONTE: O autor (2017).
NOTA: a) Contetdo de compostos fendlicos totais; b) Captacdo do radical DPPH; c) Poder redutor;
Fendlicos totais determinados através da dosagem colorimétrica de compostos fendlicos
(SINGLETON & ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.) com curva padrdo de é&cido galico 1-50 pg
(y=0,0239x; r’=0,95); Os resultados de fendlicos totais estdo expressos em média + desvio padréo de
cinco dosagens de cada replicata (EHP — 17 dosagens); Nao houve diferengas significativas na
concentragao de compostos fendlicos (grafico “a”) por one-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey;
Captacado do radical DPPH determinado através da dosagem colorimétrica de captacédo do radical
DPPH (BLOIS, 1958) (SECAO 5.2.2.1.); Poder redutor determinado através da dosagem colorimétrica
de poder redutor OYAIZU (1986) (SECAO 5.2.2.2.); Os resultados de captacdo de DPPH e poder
redutor estdo expressos em média de duas dosagens de cada replicata; E25-0 — estocagem 4 °C por
0 meses; E25-1 — estocagem 4 °C por 1 més; E25-2 — estocagem 4 °C por 2 meses; E25-3 —
estocagem 4 °C por 3 meses; E25-4 — estocagem 4 °C por 4 meses; E25-5 — estocagem 4 °C por 5
meses; E25-6 — estocagem 4 °C por 6 meses; E25-7 — estocagem 4 °C por 7 meses; E25-8—
estocagem 4 °C por 8 meses; E25-9 — estocagem 25 °C por 9 meses; E25-10 — estocagem 4 °C por
10 meses; EHP — extrato hidroalcodlico das folhas de P. americana.
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TABELA 6 — ATIVIDADE DE CAPTAGAO DE RADICAIS DPPH (EC50%) DO EXTRATO EHP
SUBMETIDO A ESTOCAGEM A 4 °C (REFRIGERADOR) ou 25 °C (TEMPERATURA AMBIENTE)
POR ATE 10 MESES.

Extrato DPPH EC50% (ug/mL) Extrato DPPH EC50% (ug/mL)
E4-0 58,4 +9,9 E25-0 81,7+3,8
E4-1 66,9 + 16,1 E25-1 79,6 +4,8
E4-2 57,9+ 14,0 E25-2 63,0+ 16,3
E4-3 70,5+7,5 E25-3 68,2+17,9
E4-4 65,3+7,5 E25-4 48,5+ 14,4
E4-5 75,1+11,0 E25-5 61,0+6,4
E4-6 86,4+1,3 E25-6 50,8 + 10,3
E4-7 75,2+2,1 E25-7 61,3+ 16,6
E4-8 91,1+7,1 E25-8 71,7+ 12,6
E4-9 66,0 £ 14,9 E25-9 62,3 + 35,9

E4-10 85,7+14 E25-10 69,9+ 14,6
EHP 57,8+5,4

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinado através da dosagem colorimétrica de captacéo do radical DPPH (BLOIS, 1958)
(SECAO 5.2.2.1.); EC50% calculado a partir da equagéo das curvas de captacio de radicais DPPH
linearizada (FIGURA 15b e 16b); Os resultados estdo expressos em média * desvio padrdo do
EC50% de cada replicata; N&o houve diferencas significativas nos ECs50% por one-way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey; E4-0 — estocagem 4 °C por 0 meses; E4-1 — estocagem 4 °C por 1 més;
E4-2 — estocagem 4 °C por 2 meses; E4-3 — estocagem 4 °C por 3 meses; E4-4 — estocagem 4 °C por
4 meses; E4-5 — estocagem 4 °C por 5 meses; E4-6 — estocagem 4 °C por 6 meses; E4-7 —
estocagem 4 °C por 7 meses; E4-8— estocagem 4 °C por 8 meses; E4-9 — estocagem 4 °C por 9
meses; E4-10 — estocagem 4 °C por 10 meses; E25-0 — estocagem 4 °C por 0 meses; E25-1 —
estocagem 4 °C por 1 més; E25-2 — estocagem 4 °C por 2 meses; E25-3 — estocagem 4 °C por 3
meses; E25-4 — estocagem 4 °C por 4 meses; E25-5 — estocagem 4 °C por 5 meses; E25-6 —
estocagem 4 °C por 6 meses; E25-7 — estocagem 4 °C por 7 meses; E25-8— estocagem 4 °C por 8
meses; E25-9 — estocagem 4 °C por 9 meses; E25-10 — estocagem 4 °C por 10 meses; EHP — extrato
hidroalcodlico das folhas de P. americana.
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6.2. Extrato aquoso das folhas de P. americana Mill.

6.2.1. Extracdo aquosa e purificacdo de AGP a partir das folhas de P.

americana Mill.

As AGPs sao macromoléculas solUveis em agua, portanto as etapas de
purificacdo foram organizadas de forma a purificar a fragdo de maior massa
molecular e solubilidade em H,O. As etapas de purificacdo da AGP a partir do
extrato aquoso das folhas de P. americana foram monitoradas com relacdo a
concentracdo de carboidratos, proteinas, acidos ur6nicos e AGPs (TABELA 7),
composicdo dos monossacarideos neutros (TABELA 8) e homogeneidade (FIGURA
18).

O extrato aquoso (EA), apos precipitacdo em etanol 70 %, deu origem a
fracdo EAP com 0,98 % m/m de rendimento em relacédo as folhas secas. Esta fracéo
apresentou perfil heterogéneo em cromatografia de exclusdo estérica de alta
pressao (HPSEC), com pelo menos quatro grupos de compostos com volumes
hidrodinamicos diferentes (eluicdo entre 55 — 70 min) (FIGURA 19a). As
concentracfes de fendlicos, proteinas, carboidratos e acidos urénicos foram de 12,1
+4,1;64,2+£7,4; 506,7 £ 30,3 e 12,3 + 3,5 yg/mg, respectivamente. O teor de AGP
foi de 6,3 % (m/m), em relacdo a concentracao de carboidratos (TABELA 7).

Em seguida, EAP foi submetida ao processo de gelo-degelo, dando origem a
fracdo EAPS (rendimento 0,56 % m/m em relacdo as folhas secas). A fracdo EAPS
também apresentou perfil heterogéneo por HPSEC, com pelo menos sete grupos de
compostos com volumes hidrodinamicos diferentes (eluicdo entre 35 — min)
(FIGURA 19b). Esta etapa foi importante para a retirada parcial dos compostos de
menores volumes hidrodindmicos (eluicdo apds 60 min), permitindo a observacéo
dos compostos eluidos antes de 60 min via detector de indice de refracdo. E
importante ressaltar que a concentracdo de carboidratos foi aumentada (506,7 +
30,3 para 554,6 + 23,6 uyg/mg) e de AGP permaneceu semelhante (6,2 para 6,7 %

m/m), indicando que nédo houve perda de AGP durante o processo de gelo-degelo.
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TABELA 7 — RENDIMENTOS E CONCEL\ITRAQAO DE CARBOIDRATOS, PROTENI'NAS, ACIDOS
URONICOS E FENOLICOS DAS FRAGCOES DE CADA ETAPA DE PURIFICACAO DA AGP A
PARTIR DAS FOLHAS DE Persea americana.

Fracao
Analise

EAP EAPS FRAGP
Rendimento (%)? 0,98 0,56 0,26
Fendlicos totais (pg/mg)® 12,1+4,1 20,545,2 8,7+2,2
Proteinas totais (ug/mg)° 64,2+7,4 54,3+8,0 46,3+3,4
Carboidratos totais (pg/mg)® 506,7+30,3 554,6+23,6  767,7+£28,9
Acidos Urénicos totais (ug/mg)° 12,3£3,5 16,1+8,9 11,2+6,7
AGP (%)' 6,2 6,7 22,5

FONTE: O autor (2017).

NOTA: * Determinado a partir da massa do extrato liofilizado em relagdo & massa inicial das folhas
secas; ° Determinado através da dosagem colorimétrica de compostos fendlicos (SINGLETON &
ROSSI JR.,1965) (SECAO 5.1.2.) com curva padréo de &cido galico 1-50 pg (y=0,0239x; r°=0,95) e
representado na forma de ug equivalentes por mg do extrato seco; ° Determinado através da
dosagem colorimétrica de proteinas (BRADFORD, 1976) (SECAO 5.1.4.) com curva padrdo de ovo-
albumina 0,4-40 pg (y=0,0405x-0,012; r*=0,96) e representado na forma de pg equivalentes por mg
do extrato seco; ¢ Determinado através da dosagem colorimétrica de carboidratos (DUBOIS et al.,
1956) (SECAO 5.1.3.) com curva padrdo de glucose 0,4-40 pg (y=0,00275x; r’=0,98) e representado
na forma de ug equivalentes por mg do extrato seco; ° Determinado através da dosagem
colorimétrica de &cidos urdnicos (FILISETTI-COZZI & CARPITA, 1991) (SECAO 5.1.5.) com curva
padrdo de &cido glucurénico 1-100 pg (y=0,0549x; r2=0,99) e representado na forma de ug
equivalentes por mg do extrato seco; Determinado através da dosagem por difusdo em gel de
agarose (VAN HOLST & CLARKE, 1985) (SECAO 5.3.2.5.) com curva padréo de goma arabica 0,25-
3ug (y=5,7433x-1,983) e representado na forma de percentagem equivalentes em relagdo a
percentagem de carboidratos; Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de duas
dosagens de cada fracdo; EAP — extrato aquoso precipitado; EAPS — extrato aquoso precipitado
soluvel; FRAGP — fragdo AGP.

Por fim, a fracdo EAPS foi submetida a retirada de compostos conjugados
segundo MONOBE et al., 2008 com adaptacfes, dando origem a fracdo FRAGP
(rendimento 0,07 % m/m em relacdo as folhas secas). Esta fracdo ainda apresentou
perfil de eluicdo heterogéneo por HPSEC, com pelo menos trés grupos de
compostos de volumes hidrodinamicos diferentes (FIGURA 19c). Entretanto, a
purificacdo da AGP foi parcialmente eficaz, visto que houve purificacdo do composto
com alta absorcdo em 280 nm (FIGURA 18c) e aumento nas concentracfes de
carboidratos (554,6 + 23,6 para 767,7 £ 28,9 ug/mg) e AGPs (6,7 para 22,5 % m/m)
(TABELA 7). Desta forma, a fracdo FRAGP foi utilizada para os demais ensaios de
caracterizacao quimica e atividade sobre o sistema complemento. Os rendimentos

sugerem que 100 g de folhas secas de P. americana submetidas a extragdo aquosa



78

guente (500 mL por 30 min) d&do origem a um extrato com aproximadamente 520
pug/mL de FRAGP.
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FIGURA 19 - PERFIL DE ELUICAO POR HPSEC DAS FRAGCOES APOS ETAPAS DE

PURIFICACAO DA AGP.
FONTE: O autor (2017).

NOTA: a) Precipitacdo, b) Gelo-degelo, ¢) Remocdo de conjugados; Cromatogramas obtidos em
equipamento WATERS (Milford, MA, EUA) acoplado a detectores de indice de refracdo e UV (280
nm); Fracdes solubilizadas em nitrito de sodio 0,1 M contendo azida sédica 200 ppm e previamente
fitradas em membranas de celulose 0,22 pm; Cromatogramas analisados no software ASTRA
(WYATT TECHNOLOGY, Goleta, CA, EUA) (SECAO 5.3.2.4.); EAP — extrato aquoso precipitado;
EAPS — extrato aquoso precipitado sollvel; FRAGP — fracdo AGP.
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6.2.2. Caracterizacdo quimica da fracdo AGP (FRAGP)

A fracdo FRAGP apresentou altos teores de carboidratos (767,7 + 28,9
Mg/mg) e baixos teores de proteinas (46,3 + 3,4 pg/mg), acidos urdnicos (11,2 + 6,7
Mg/mg) e compostos fendlicos (8,7 £ 2,2 pg/mg). A concentracdo de AGP foi de 22,5
% m/m em relacdo a concentracdo de carboidratos (TABELA 7). E importante
ressaltar que a interacdo do reagente B-GlcY depende da estrutura das AGPs
testadas, sendo ja descritos AGPs sem a capacidade de ligacdo ao reagente
(PEREIRA-NETTO et al.,, 2007). Neste sentido, é possivel que a interacdo da
AGP/B-GIcY de FRAGP seja diferente que a AGP/B-GIcY da goma arabica,
resultando numa concentracdo subestimada (PAULSEN, et al.,, 2014). Além da
estrutura diferenciada, esta menor interacdo pode ser explicada pelo tipo de
extracdo (aquosa quente), sendo ja descrito que algumas AGPs perdem a afinidade
com o reagente de Yariv quando submetida a altas temperaturas (BEKEDAM et al.,
2008). Outra possibilidade seria a presenca de uma AGIl com estrutura similar e co-
eluicdo em HPSEC com a AGP.
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TABELA 8 — COMPOSIGAO DOS MONOSSACARIDEOS NEUTROS DE FRAGP E ETAPAS DE
PURIFICACAO.

Monossacarideos Neutros EAP EAPS FRAGP

Ramnose 5 4 8

Fucose 1 tr tr
Arabinose 25 35 45

Xilose 3 4 2

Manose tr 12 tr
Galactose 24 30 36
Glucose 42 15 9

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinado por derivatizacdo a acetato de alditéis ALBERSHEIM (1967) seguido de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) (SECAO 5.3.2.1.). Os tempos
de retencdes e padrédo de fragmentacdo foram comparados com um mix padrdo contento acetatos de
alditéis de cada monossacarideo; Injegéo 50 °C com aumento de 40 °C.min™ (até 220 °C), coluna DB-
225 (30m x 0,25 mm) e gas de arraste hélio; EAP — extrato aquoso precipitado; EAPS — extrato
aquoso precipitado soltvel; FRAGP —fragdo AGP; tr — trago (<1 %)

TABELA 9 — ANALISE DAS LIGACOES GLICOSIDICAS DE FRAGP.

Monossacarideo Ligacao Glicosidica %
terminal 20
Araf 3- 8
5- 15
terminal 3
3- 10

Gal
P 6- 4
3,6- 18
Glcp 3,6- 12
Rhap terminal 10
Xylp terminal tr

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Determinado por metilacdo (CIUCANU & KEREK, 1984) e derivatizacdo ALBERSHEIM (1967)
seguido de cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas (CG-EM) (SECAO 5.3.2.2.).
Os acetatos de alditois parcialmente metilados foram identificados de acordo com os tempos de
retencdes e padrdo de fragmentacdo (SASSAKI et al., 2005); Injecdo 50 °C com aumento de 40
°C.min™ (até 220 °C), coluna DB-225 (30m x 0,25 mm) e gas de arraste hélio; Araf — Arabinofuranose;
Galp — Galactopiranose; Glcp — Glucopiranose; Rhap — Ramnopiranose; Xylp — Xilopiranose; tr —
traco (<1 %).
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A porcao glicidica da fracdo FRAGP contém quantidades majoritarias de
Araf (45 %) e Galp (36 %), sendo também encontradas unidades de Glcp (9 %),
Rhap (8 %) e Xylp (2 %) e tracos de Fucp e Manp (TABELA 8). De acordo com o
ensaio de metilagdo (TABELA 9), as Araf sdo os principais constituintes da cadeia
lateral glicidica (43 %), sendo distribuidas principalmente em unidades terminais ndo
redutores (20 %), mas também 3-O-substituidas (8 %) e 5-O-substuidas (15 %). As
unidades de galactose piranosidica representaram cerca de 35 % da fracao glicidica
de FRAGP, sendo na forma de terminais ndo redutores (3 %), 3-O-substituidas (10
%), 6-O-substituidas (4 %) e 3,6-di-O-substituidas (18 %). As unidades de Glcp (12
%) estédo localizadas em pontos de ramificacbes de FRAP, com 12% de 3,6-di-O-
substituidas. Por fim, a presenca das unidades 2,3,4-Mes-Rha e 2,3,4-Mes-Xyl
sugerem que os monossacarideos Rhap e Xylp estdo na forma de terminais néo
redutores.

O espectro de ressonancia magnética nuclear monodimensional 'H da
fracio FRAGP esta mostrado na FIGURA 20. Foi observado um espectro
caracteristico de uma arabinogalactana, com picos na regido entre 4,9 e 6,0 ppm
(5,882, 5,808, 5,718, 5,543, 5,289, 5,215, 5,173 e 4,957 ppm) referentes as regides
anomericas (H1) e assinalamentos entre 3,8 e 4,7 ppm (4,683, 4,563, 4,524, 4,407,
4,353, 4,278, 4,189, 4,161, 4,108, 4,042, 3,919 e 3,871 ppm) referentes aos sinais
de 'H do anel glicosidico (H2 — H5/H®6).

Os picos em campo mais baixo do espectro 5,882, 5,808, 5,718 e 5,543 ppm
foram assinalados para o H1l de Araf, indicando que este monossacarideo se
encontra em diversos ambientes quimicos, corroborando o ensaio de metilacao.
Ainda na regido anomérica do espectro, foram observados sinais em 5,289, 5,215,
5,173 e 4,957 ppm provavelmente referente aos *H dos monossacarideos Galp, Glcp
e Rhap. Na regigo dos sinais referente & 'H do anel glicosidico, foi observado os
sinais em 4,683 ppm referentes aos H4 de Araf e 4,524/4,407 ppm de Galp. Foi
também encontrado sinais em 3,919 e 3,381 ppm referente ao H4 de Rhap
(SAMUELSEN et al., 1998; GANE et al., 1995; SUAREZ et al., 2005; SIMS &
FURNEAUX, 2003).
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FIGURA 20 — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H DA FRACAO FRAGP.
FONTE: O autor (2017).

NOTA: Espectro obtido a por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear monodimensional *H
em equipamento BRUKER 400 MHz, modelo DRX Avance (Karlsruhe, Alemanha) (SECAO 5.3.2.3).;
FRAGP solubilizada em é&gua deuterada (D,0O); Deslocamentos quimicos calibrados utilizando
acetona como padréo interno (5 30,2 e 8 2,22 no *°C e 'H, respectivamente) e expressos em ppm (5);
Espectros analisados no programa TOPSPIN (Karlsruhe, Alemanha).

Para uma melhor elucidacéo da estrutura desta AGP, foi realizado o ensaio
de ressonancia magnética nuclear bidimensional *H/**C (HSQC) (FIGURA 21). Com
este ensaio, foi possivel confirmar a presenca de Araf em pelo menos dois
ambientes quimicos diferentes com correlagbes em 5,72/109,5 e 5,54/108,0 ppm de
H1/C1. Os sinais em 5,17 e 4,96 ppm em *H foram confirmados como referentes ao
H1 de Galp apresentando correlagbes (H1/Cl) com 104,1 e 103,5 ppm,
respectivamente. O pico em 5,29 ppm foi confirmado para o monossacarideo Rhap
com correlacdo H1/C1 em 5,29/101,1 ppm. Na regido do anel glicosidico, foram
observadas correlacbes para Araf em 4,68/81,9 ppm referente ao H2/C2; em
4,62/84,3 e 4,56/84,3 ppm para H4/C4; e em 4,20/61,8 e 4,28/61,8 ppm para H5/C5.
Em relacdo ao monossacarideo Galp, foi observada correlacbes em 4,52/69,6 e
4,41/69,2 ppm para H4/C4; em 4,43/77,2 ppm para H5/C5; e 4,19/80,5 ppm para
H3/C3, confirmando a grande concentracdo de Galp 3-O-substituidas. A Rhap foi
confirmada com correlacbes em 4,16/70,2 ppm para H3/C3; em 3,92/72,4 e
3,87/73,6 ppm para H4/C4; além da correlacéo referente a H6/C6 em 1,72/17,1 ppm
(FIGURA 20). A TABELA 10 apresenta o resumo dos assinalamentos de FRAGP
obtidos através da ressonancia magnética mono (*H) e bidimensional (*H/**C)

Os resultados de caracterizacdo quimica de FRAGP sugerem a presenca de
uma AGP com estrutura complexa. Trata-se de um polissacarideo altamente

ramificado com pelo menos cinco monossacarideos distribuidos em ligacdes
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glicosidicas diversas. A porcéo glicidica da AGP é formada por uma cadeia principal
de Galp (1—3) altamente ramificada em O6. A cadeia lateral é formada por
principalmente Araf em diversas ligacdes diferentes, Galp (1—6) e terminais, pontos
de ramificagbes em Glcp, e em menor quantidade, unidades de Rhap e Xylp em

terminais nao redutores.
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FIGURA 21 — ESPECTRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR BIDIMENSIONAL ‘H/**C
(HSQC) DA FRACAO FRAGP.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Detalhe para a regido de H6/C6 da ramn 3plranose Espectro obtido por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear bidimensional *H/*°C em equipamento BRUKER 400 MHz, modelo
DRX Avance (Karlsruhe, Alemanha) (SECAO 5.3.2.3.); FRAGP solubilizada em &agua deuterada
(DZO) Deslocamentos guimicos calibrados utilizando acetona como padréo interno (6 30,2 e 6 2,22
no °C e 'H, respectivamente) e expressos em ppm (3); Espectros analisados no programa TOPSPIN
(Karlsruhe, Alemanha); Araf — arabinofuranose; Galp — galactofuranose; Glcp — glucopiranose; nd —
ndo detectado.
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TABELA 10 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS "H/**C DA FRAGAO FRAGP.

H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6

5.72/109.5 4.62/843 4,20/61,8
Araf Fesnogo 468/81.9 nd 456/843 428/618 nd
Galp Z’égﬁggé nd 4.19/80.5 j’iifgg’g 4.43/77.2 nd
Rhap  529/101,1  nd 4.16/70,2 g’g%g’g nd 1721171

FONTE: O autor (2017),

NOTA: Assinalamentos obtidos por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
monodimensional 'H e bidimensional *H/**C (HSQC) em equipamento BRUKER 400 MHz, modelo
DRX Avance (Karlsruhe, Alemanha) (SECAO 5.3.2.3.); FRAGP solubilizada em agua deuterada
(D,0); Deslocamentos quimicos calibrados utilizando acetona como padrao interno (6 30,2 e 6 2,22
no °C e 'H, respectivamente) e expressos em ppm (3); Espectros analisados no programa TOPSPIN
(Karlsruhe, Alemanha). Araf — arabinofuranose; Galp — galactofuranose; Glcp — glucopiranose; nd —
ndo detectado.

6.2.3. Atividade de fixacdo do sistema complemento via classica por FRAGP

A atividade sobre o sistema complemento foi realizada via ensaio hemolitico
de fixagdo do complemento (YAMADA et al., 1985). Este ensaio quando realizado
de maneira convencional (sem pré-incubacgéo) pode ter dois diferentes mecanismos
gue induz a inibicdo aparente da hemdlise: 1 — o composto pode inibir a ativacao do
sistema complemento causada pelos eritrocitos sensibilizados, como é observado
para a heparina (EDENS, LINHARDT & WEILER, 1993); e 2 — o composto pode
induzir a ativacdo do sistema complemento, mas devido a pequena meia vida dos
fatores ativados do complemento, apés 30 min de incubacdo, menos complemento
esta disponivel para serem ativados pelos eritrocitos sensibilizados. Desta forma,
foram realizados ensaios sem incubacdo prévia (ALBAN et al., 2002) afim de
diferenciar fracdes inibidoras das ativadoras do sistema complemento.

O efeito de FRAGP sobre a ativacdo do sistema complemento via classica
foi examinado em soro humano 1:72 (diluicdo capaz de lisar 50% dos eritrocitos),

com heparina e zymosan como padrdoes de inibicdo e ativacdo, respectivamente.
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Para o ensaio com pré incubacédo, a fracdo FRAGP foi capaz de reduzir a hemdlise
induzida pelo complemento de modo dose-dependente, sugerindo que FRAGP atua
sobre o sistema complemento (FIGURA 22a). A concentragao capaz de inibir 50 %
da hemdlise induzida pelo complemento (IC50%) foi de 2,97, 2,92 e 650,39 pg/mL,
para FRAGP, heparina e zymosan, respectivamente. Para o ensaio sem pré-
incubacédo, os IC50% foi de 17,48 e 8,98 pg/mL, para FRAGP e heparina,
respectivamente e para o zymosan, o IC50% né&o foi calculado devido a baixa
inibicdo da hemdlise em todas as concentracdes testadas (FIGURA 22b).
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FIGURA 22 — EFEITO DOSE-DEPENDENTE DE FRAGP, ZYMOSAN E HEPARINA SOBRE A
HEMOLISE INDUZIDA PELO COMPLEMENTO VIA CLASSICA.

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Experimentos com (a) ou sem (b) pré-incubacdo de FRAGP com a fonte de complemento
(soro humano); Determinado via teste de fixacdo do sistema complemento (YAMADA et al., 1985)
(SECAO 5.3.3.); IC50% calculado a partir da equacdo das curvas de hemdlise induzida pelo
complemento linearizada; Valores de 1C50% correspondente a concentragdo final capaz de reduzir
50% da atividade hemolitica do soro; Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo de
experimentos isolados (n=3); Ensaios realizados com os seguintes controles: 1 — 100% de hemdlise:
incubando os eritrocitos com agua; 2 — 100% de hemdlise causada pelo complemento: incubando os
eritrécitos, soro e tampao HEPES; 3 — 0% de hemdlise causada pelo complemento: incubando os
eritrécitos, tampéo HEPES e soro inativado; FRAGP — fragdo AGP; nd — ndo determinado.
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Em ensaios com pré-incubagdo, compostos inibidores (como a heparina)
inibem a ativacdo do sistema complemento, diminuindo a hemdlise induzida pelo
complemento resultante. J& os ativadores (como 0 zymosan) promovem 0 CoOnsumo
dos componentes do sistema complemento (na pré-incubacgéo), de modo a também
diminuir a hemodlise induzida pelo complemento. Por outro lado, em ensaios sem
pré-incubacdo, a ativacdo do sistema complemento induz a hemolise e diminui
drasticamente a inibicdo da hemdlise induzida pelo complemento (IC50%), ja que os
componentes do complemento ndo tém tempo para se auto consumir. Por fim, a
inibicAo causa a diminuicdo da hemdlise induzida pelo complemento de modo
semelhante ao ensaio com pré-incubacdo, uma vez que a inibicdo pouco depende
do tempo de incubacédo. Neste sentido, a fracdo FRAGP se mostrou capaz de
modular o sistema complemento humano de modo semelhante ao da heparina, ou
seja, inibindo a ativacdo do sistema complemento causado por eritrocitos
sensibilizados.

Alguns polissacarideos isolados tém sido testados e mostraram ter atividade
de modulacdo do sistema complemento, sendo em sua grande maioria ativadores
(zymosan, polissacarideos pécticos, heteroglicanas acidas ramificadas e AGPS)
(YAMADA, 1994; MICHAELSEN, et al., 2000), mas em alguns casos, inibidores do
sistema complemento (SHIN, KWON & YANG, 1992; SAMUELSEN, et al., 1999;
ZHU, et al., 2009).

A inibicdo do sistema complemento pode se dar por diferentes vias. Ja foi
demonstrado, por exemplo, que a inibicdo causada pela heparina ocorre devido a
sua capacidade de se ligar em pelo menos 13 proteinas que compdem o sistema
complemento, incluindo C1q, C2, C4, C4bp, C6, C8 e C9 (SAHU & PANOBURN,
1993; YU, et al., 2005). Outros polissacarideos inibidores atuam de modo mais
seletivo, se ligando a componentes especificos do sistema complemento, como o
polissacarideo isolado da espécie Bupleurum medicinal, que apresentou ligacdo com
Cls, C3 e C4, mas ndao com Cl1q, C1r, C2, C5 e C9 (XU, et al., 2007).

E evidente que os polissacarideos possuem diferentes mecanismos de
inibicdo do sistema complemento, entretanto, algumas peculiaridades em relacédo a
estrutura, massa molecular e composicdo glicidica parecem ser necessarias. A
presenca de grupamentos sulfato (BLONDIN, et al., 1994; ZVYAGINTSEVA, et al.,

2000), cadeias laterais com altas concentracbes de arabinose e galactose bem
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como a existéncia de estruturas ramificadas tém sido consideradas fatores
importantes para a acgdo inibidora de polissacarideos e glicoproteinas sobre o
sistema complemento (BENENCIA, et al., 1999; ZHU, et al., 2009),. Neste sentido, a
estrutura altamente ramificada e formada majoritariamente por Araf e Galp de
FRAGP pode estar influenciando na alta atividade inibitéria sobre o sistema

complemento.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

As folhas tanto de P. americana quanto M. paradisiaca se mostraram
promissoras fontes de compostos fendlicos antioxidantes, sendo ainda mais
evidente para a primeira (patente ANEXO I1). As folhas do abacateiro sao ricas em
compostos fendélicos com iniUmeras estruturas quimicas, entretanto, estes compostos
parecem degradar ou ficar indisponiveis a extracdo hidroalcodlica em folhas
submetidas a altas temperaturas. Desta forma, o controle rigido da metodologia de
secagem das folhas parece ser imprescindivel para a manutencdo dos altos niveis
de compostos fendlicos e a consequente atividade antioxidante dos extratos
resultantes.

Além disso, em solucdo, os compostos fendlicos de P. americana
apresentam grande estabilidade quando submetido a altas temperaturas ou
estocagem. Neste sentido, uma vez que ja séo utilizadas pela populacdo na forma
de infusdes ditas terapéuticas, as folhas do abacateiro se apresentam ndo somente
como fonte de compostos fendlicos, mas também como potencial matéria prima de
uma bebida antioxidante com alto grau de conservacao.

A arabinogalactana-proteina das folhas de P. americana foi capaz de inibir a
via classica de ativacdo do sistema complemento humano. Entretanto, sé&o
necessarios mais estudos com relacao a estrutura/atividade com intuito de verificar a
influéncia da estrutura ramificada e altos teores de arabinoses laterais na
modulac&o. E importante ressaltar, que as demais vias de ativacéo (alternativa e das
lectinas) bem como o0s mecanismos de inibicio da AGP sobre o sistema
complemento devem ser futuramente explorados para que a modulacdo seja mais

bem compreendida.

7.1. Extratos hidroalcodlicos das folhas de P. americana e M. paradisiaca

o Ambos 0s extratos hidroalcodlicos apresentaram baixas concentracdes de
proteinas e acidos urdnicos e altas concentracdes de carboidratos, sendo

maior no extrato oriundo das folhas de M. paradisiaca.

o A concentragdo de compostos fendlicos foi maior para o extrato oriundo das

folhas de P. americana, que por sua vez teve maior atividade antioxidante.
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o As folhas de P. americana representam uma rica fonte de compostos fendlicos
com diversas estruturas quimicas, principalmente flavonoides denominados

flavan-3-ols e flavonols glicosilados.

o Em P. americana, altas temperaturas de secagem das folhas diminuiram a
concentracdo de compostos fendlicos e a consequente atividade antioxidante
dos extratos hidroalcodlicos resultantes.

o Os compostos fendlicos e atividade antioxidante das folhas de P. americana se
mostraram estaveis frente a altas temperatura em solugédo hidroalcodlica por

até 8 horas e frente a estocagem (4 e 25 °C) por até 10 meses.

7.2. Fracdo FRAGP das folhas de P. americana

o A fracdo FRAGP mesmo com as purificacdes, se mostrou como uma mistura
com baixas concentracbes de proteinas, acidos urénicos e fendlicos, e alta

concentracdo de carboidratos.

o A porcao glicidica de FRAGP é formada majoritariamente por uma
arabinoglactana-proteina formada por uma cadeia principal de Galp (1—3)
altamente ramificada em O6 e cadeia lateral formada principalmente por Araf
em diversas ligacdes diferentes e Galp, Glcp, Rhap e Xylp em menores

guantidades.

o A fracdo FRAGP se mostrou capaz de modular o sistema complemento
humano de modo semelhante ao da heparina, ou seja, inibindo a ativacdo do

sistema complemento causado por eritrocitos sensibilizados.
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