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RESUMO

As espécies vegetais do Cerrado brasileiro representam uma ampla fonte de
compostos bioativos com potencial terapéutico. Neste estudo, objetivou-se
determinar a concentragdo de polifendis, flavonoides, bem como o potencial
antioxidante e de inibicdo da mieloperoxidese (MPO) de extratos aquosos das folhas
de cajui (Anacardium humile St. Hill) e bacupari (Tontelea micrantha). As espécies
foram coletadas em Lagoa Formosa e Patrocinio-MG, respectivamente. O cadastro de
acesso ao patrimbénio genético para fins de pesquisa cientifica foi realizado no
SisGen (A6A598B). Foram utilizados os extratos aquoso das folhas e o conteudo de
fendlicos e flavonoides foi determinado por método colorimétrico, a capacidade
antioxidante in vitro através da inibicdo do radical DPPH (difenilpicrilhidrazil) e a
atividade da MPO humana através da cinética de oxidacdo de guaiacol na presenca
de peroxido de hidrogénio. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e posteriormente analisados pelo teste T de Student. As diferengas
foram consideradas significativas quando p < 0,05. Nao houve diferenga significativa
entre as concentracdes de fendlicos totais entre os extratos aquosos das folhas de
cajui (363,01£9,2 mg/g) e bacupari (373,5+16,0). No entanto, o extrato de bacupari
apresentou maior teor de flavonoides (18,9+0,3 e 15,9+1,8 mg/g, respectivamente).
Ambos os extratos apresentaram grande atividade antioxidante inibindo 89,49 %
(cajui) e 92,1 % (bacupari) do radical DPPH e ainda apresentaram potencial
de inibicdo da MPO de maneira dose dependente. Estes dados fornecem subsidio para

futuros estudos de bioprospeccgao.

Palavras-chave: Anacardium humile. Antioxidantes. Cerrado. Mieloperoxidase.

Tontelea micrantha.



ABSTRACT

The plant species from the Brazilian Cerrado vegetation represent a broad source of
bioactive compounds with therapeutic potential. In this study, we aimed to determine
the concentration of polyphenols, flavonoids, as well as the antioxidant potential and
inhibition of myeloperoxidase (MPQO) of aqueous extracts from cashew leaves
(Anacardium humile St. Hill) and bacupari (Tontelea micrantha). The species were
collected in Lagoa Formosa and Patrocinio-MG. The registration access to genetic
heritage, for the purpose of scientific research, was made in SisGen (A6A598B).
Aqueous extracts of the leaves were used and the content of phenolics and
flavonoids were determined by colorimetric method, the antioxidant in vitro through
inhibition of the DPPH (diphenylpicrilhydrazyl) radical and human MPO activity
through the kinetics of guaiacol oxidation in the presence of hydrogen peroxide. The
data were submitted to the normality test of Shapiro-Wilk and later by Student's T- test.
The differences that were considered significative were those where p-value <

0.05. There were no significative differences in the total phenolics’ concentration
between the aqueous extracts of the leaves of (363.0 £+ 9.2 mg / g) and
bacupari (373.5 + 16.0). However, the bacupari extract was higher in flavonoids (18.9
+ 0.3 and 15.9 + 1.8 mg / g, respectively). Both extracts presented high antioxidant
activity, inhibiting 89.49% (cajui) and 92.1% (bacupari) of DPPH’s radical, and yet
presented potential inhibition of MPO in a dose-dependent manner. These data provide

subsidy to future bioprospecting studies.

Keywords: Anacardium humile. Antioxidants. Myeloperoxidase. Tontelea micrantha.

Cerrado.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um vasto patriménio natural expresso por sua extenséo
continental, a variedade de ecossistemas, por sua imensa biodiversidade e
endemismo das espécies bioldgicas e seu patrimonio genético. O Cerrado é o
2° maior bioma brasileiro e considerado um dos hotspots mundiais quando se trata da
conservacao da biodiversidade (ALMEIDA et al., 1987).

A Dbiodiversidade do Cerrado, representa uma fonte valiosa de moléculas
biologicamente ativas. Dentre elas destacam-se os metabdlitos secundarios de
plantas que geralmente possuem estrutura complexa, baixo peso molecular, e
atividades bioldgicas marcantes, sendo classificados como alcaldides e compostos
nitrogenados relacionados, terpendides e compostos fendlicos (FOGLIO et al.,
2006).

Os compostos fendlicos sao considerados os mais importantes devido a sua
acao antioxidante demonstrada in vitro e in vivo, e portanto podem atenuar o
estresse oxidativo, desencadeado quando ha um desequilibrio entre os sistemas de
defesa antioxidante e a formacao e neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), as quais exercem papel central na patogénese de diversas doencas
humanas como, diabetes mellitus, doenca hepatica gordurosa n&o alcodlica,
doencgas cardiovasculares, dentre outras.

Uma das vias para formacao de ERO é a cadeia respiratéria mitocondrial,
onde aproximadamente 5 % do oxigénio n&o é reduzido a agua e ocorre inicialmente
a formagédo do superoxido (WINTERBOURN et al., 2000). Uma outra via possivel
para formacdo de ERO é decorrente da acdo do sistema imunoldégico contra
patdgenos invasores, que atua inicialmente com os neutréfilos que possuem
elevados niveis de mieloperoxidase (MPO), que juntamente com a NADPH oxidase
contribui para a formacado dessas espécies. As ERO, devido a sua reatividade
e instabilidade, quando produzidas em excesso, podem causar dano oxidativo
em biomoléculas, como proteinas, lipidios e DNA (ARNHOLD, 2004).

Considerando este contexto, investigou-se neste trabalho o conteudo de
polifendis, capacidade antioxidante e o potencial inibidor da enzima MPO in vitro de
duas espécies nativas do Cerrado, utilizadas como plantas medicinais, Anacardium

humile (cajui) e Tontelea micrantha (bacupari).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cerrado

O Cerrado, dentre os biomas brasileiros € o segundo maior, ultrapassado em
area apenas pela Amazénia (figura 1). Representa 21 % do territério nacional,
sendo que, aproximadamente metade de seu territorio € completamente ocupado
por atividades rentaveis a populagdo (BOURLAG, 2002). E um conjunto
de ecossistemas como savanas, matas, campos e matas de galeria, presentes no
Brasil Central. Apresenta um clima estacional composto por periodo chuvoso,
entre outubro e margo e seco entre abril e setembro (EITEN, 1997).

Nesse contexto, o Cerrado & considerado uma das mais ricas savanas
do mundo, apresentando uma flora com mais de 11.627 espécies vasculares, o
que soma aproximadamente 30 % da biodiversidade brasileira e 5% da
mundial (MENDONCA et al., 2008).

O estudo de Machado (2004), a partir de imagens geradas pelo satélite
MODIS em 2002 apontou que cerca de 55 %, o que é equivalente a 880.000 km? do
territério desse bioma, ja foi desmatado ou transformado devido as atividades
humanas. As taxas anuais de desmatamento também sdo mais elevadas no
Cerrado: entre os anos de 1970 e 1975, o desmatamento médio no Cerrado foi de
40.000km? por ano — 1,8 vezes a taxa de desmatamento da Amazénia durante
o periodo 1978-1988 (KLINK e MOREIRA, 2002).
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Figura 1- Delimitacdo dos Biomas Brasileiros
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2012.

Considerando esta situacao, foi necessaria a criagdo de um Programa de
conservagao e uso sustentavel para o Cerrado, o que representou a diferenca entre
continuar a ser tratado como area de exploragdo desordenada ou como regido de
grande importancia ambiental, social e econdmica, merecedora de atengéo publica e
politica mais permanente (MAGALHAES et al., 2005).

O Programa Nacional de Conservacao e Uso Sustentavel do Bioma Cerrado
— Programa Cerrado Sustentavel, formalmente instituido por meio do Decreto 5.577,
de 2005, veio com o objetivo de promover a conservagao, a recuperagao € 0 manejo
sustentavel de ecossistemas naturais, bem como a valorizagao e o reconhecimento de
suas populacdes locais, buscando condicbes para reverter os impactos soécio
ambientais negativos no bioma Cerrado. Foram adotadas estratégias com objetivos de
curto e longo prazo: uso sustentavel da biodiversidade, gestdo dos recursos
hidricos, comunidades tradicionais e agricultores familiares, sustentabilidade da
agricultura, pecuaria e silvicultura, monitoramento e controle, legislacao,
planejamento integrado. Englobando também agbes de carater emergencial,
procurando controlar a degradagdo socioambiental e promover a recuperagao do
bioma (MAGALHAES et al., 2005).
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Este Programa tem atuado em complementariedade com o Cddigo Florestal
vigente, devido a diferengca com que este ultimo trata os biomas brasileiros, pois
enquanto € exigido que apenas 20 % da area dos estabelecimentos agricolas sejam
preservadas como reserva legal no Cerrado, nas areas de floresta tropical na
Amazobnia esse percentual sobe para 80 %. As transformacdes ocorridas no Cerrado
também trouxeram grandes danos ambientais como fragmentacdo de habitats,
extingdo da biodiversidade, invasdo de espécies exoticas, erosao dos solos,
poluicdo de aquiferos, degradacdo de ecossistemas, alteragdes nos regimes de
queimadas, desequilibrios no ciclo do carbono e possivelmente modificagdes
climaticas regionais (MACHADO et al.,, 2004). Além dos aspectos ambientais, o
Cerrado tem grande importancia social. Muitas populagdes sobrevivem de seus
recursos naturais, incluindo etnias indigenas, quilombolas, raizeiros, ribeirinhos
dentre outras que, juntas, fazem parte do patriménio historico e cultural brasileiro, e
detém um conhecimento tradicional de sua biodiversidade (DIAS, 2017).

As espécies vegetais do Cerrado destacam-se pelo seu uso medicinal. No
Brasil, as plantas ja eram utilizadas com esta finalidade pelos indios antes da
colonizacdo, esses passaram seus conhecimentos para o0s colonizadores,
contribuindo para a disseminagédo do seu uso tornando-as amplamente utilizadas na
medicina caseira (VIEIRA, 1994). Mais de 220 espécies do Cerrado tém uso
medicinal dentre as espécies mais utilizadas destacam-se: Anacardium humile
(cajui), Baccharis trimera (carqueja), Banisteriopsis argyrophylla (cipo-prata),
Bauhinia holophylla (unha-de-vaca), Bidens pilosa (picao), Brosimum gaudichaudii
(mamacadela), Cayaponia tayuya (taiuia), Caryocar brasiliense (pequi), Croton
antisyphiliticus  (canela-de-perdiz), Dorstenia brasiliensis (carapia), Herreria
salsaparilha (salsaparilha), Heteropteris anceps (guiné-do-campo), Jacaranda
decurrens (carobinha), Lychnophora pinaster (arnica), Mikania smilacina (guaco),
Rudgea viburnoides (bugre), Smilax campestris (japecanga), Strychnos brasiliensis
(quina-cruzeiro), Strychnos pseudo-quina (quina-mineira), Stryphnodendron
adstringens (barbatimao), Tontelea micranta (bacupari) e Vernonia polyanthes
(assapeixe) (VIEIRA, 1994; VILA VERDE, 2003; DIAS e LAUREAN, 2010).

As plantas medicinais tém ampla utilizacdo popular, podemos citar aplicacoes
para diabetes, colesterol alto, arteriosclerose, dores estomacais, diarreias, febres,
ma circulagdo do sangue, secregdes urinarias, cicatrizagdo, ulceras, problemas de

figado, regulagdo do ciclo menstrual, hemorroidas, sifilis, doencas venéreas,
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hematomas, hemorragias, contusdes, paralisias, afec¢gdes da pele, dores lombares,
para anestesiar. As principais formas de utilizagdo das plantas sao os chas ou infuso
(VIEIRA, 1994). Assim, devido a ampla diversidade de metabdlitos secundarios com
diferentes atividades biologicas e a ampla utilizagdo popular destas espécies, € de
fundamental importancia o aprofundamento dos estudos para investigacdo de

propriedades farmacologicas e toxicidade.

2.2 Cajui (Anacardium humile)

O género Anacardium pertence a familia Anacardiaceae. Sua taxonomia atual
€ constituida por cerca de 10 espécies. Entre as varias espécies existentes, as
designadas como cajui merecem atengao especial. Cajui é uma terminologia usada
para descrever espécies do género Anacardium que apresentam castanha
e pedunculo pequenos. E uma planta nativa que apresenta grande dispersdo na
regido dos cerrados, das regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (CARBAJAL,
2003).

Agostini-Costa et al. (2003) ao realizar a descricdo de espécies de
Anacardium, classificou como cajui (castanha + pedunculo) as espécies: A.
amilcarianum, A. giganteum, A. humile, A. microcarpum, A. nanum e A. pumilum.

O cajui, de maneira geral, apresenta sabor, cor e forma bem caracteristicos. A
castanha, o fruto verdadeiro, € muito pequena em relagao ao penduculo frutifero que
apresenta casca rica em taninos, porém ambos sao aproveitados. O pseudofruto
pode ser consumido in natura ou na producdo de doces, temperos e bebidas.
As espécies de cajui sdo ainda utilizadas para fins medicinais como antioxidantes
(CAVALCANTE, 2002)

A espécie Anacardium humile St. Hill (figura 2) apresenta pedunculos com
compostos fendlicos, vitamina C, minerais como calcio, ferro, fésforo, teores
consideraveis de agucares e baixos valores de pH (3,28-3,77), demonstrando
também um grande potencial nutricional o que eleva o aproveitamento desse
cajuzinho do Cerrado pela industria processadora de frutos (ALMEIDA, 2009).

Essa espécie ainda ndo €& domesticada, e sua exploracdo da-
se exclusivamente pelo extrativismo, onde ndao ha estratégias de conservagao o
que pode levar a perda de variabilidade genética, deste modo, os estudos devem

ser ampliados, principalmente, quanto sua caracterizagdo, cultivo, conservacao,
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e beneficiamento, ja que se trata de uma atividade potencialmente geradora de renda
(RUFINO et al., 2007).

A utilizagdo na medicina popular da espécie A. Humile é demonstrada no
Tratado das Plantas Medicinais Mineiras, Nativas e Cultivadas (GRANDI, 2014), livro
baseado em entrevistas com mais de 80 raizeiros de Minas Gerais e levantamento
bibliografico de plantas medicinais utilizadas no estado. Vila Verde et al., (2003)
realizaram um levantamento na cidade de Mossamedes (GO) das espécies
amplamente utilizadas como plantas medicinais pela populagdo local, no qual as
folhas da espécie A. humile foram citadas no tratamento de inflamagdes ovarianas. Na
medicina popular essa espécie também apresenta aplicacbes como: cautério, nas
afeccbdes da pele, contra diarréia, contra tosse e para baixar o teor de glicose em
diabéticos (LORENZI e MATOS, 2002).

Figura 2 - Cajui, Anacardium humile ST. Hil

Fonte: https://florabrasileira.wordpress.com/2011/11/21/anacardium-humile-a-st-hil/

2.3 Bacupari (Tontelea micrantha)

O bacupari € o nome mais multigeno da fruticultura brasileira, havendo pelo
menos 30 frutos diferentes denominados assim pela populagdo. Pertence a familia
Celastraceae, que inclui arvores, arbustos ou lianas, com aproximadamente 50
géneros e 1000 espécies. No Brasil ocorrem 19 géneros e cerca de 130 espécies.

Possui distribuigao tropical e subtropical (SOUZA et al., 2012).
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Algumas das espécies descritas na literatura: Garcinia gardneriana,
G. brasiliensis, G. cochinchinensis. G. humilis, G. xanthochymus, G. pedunculata,
G. xanthochymus, G. morella, G. cambogia, G. hombroniana, G. atrovirids, G.
parvifolia, Rheedia gardneriana, Salacia crassifdlia, Cheiloclinium cognatum,
Parinari campestris e Tontelea micrantha. Algumas conhecidas popularmente por
bacupari ou bacopari, baacuri-mirim, bacoparé, bacopari-miudo, bacuri-miudo,
escropari, limaozinho, mangostdo-amarelo, remelento, cascudo e saputa.

A espécie em estudo neste trabalho, T. micrantha (figura 3) é encontrada
principalmente em matas no Cerrado. Os frutos dessa espécie podem ser
consumidos in natura ou na forma de sucos. E um arbusto de 30 a 80 cm de altura,
quando no campo, prostrado (com ramos deitados) que apresenta distribuicdo
espacial agregada. Frutifica nos meses de fevereiro a maio, produzindo frutos que
apresentam cerca de 20 a 30 % de polpa translucida, adocicada e refrescante,
envolvendo as sementes (MEIRELLES e LUIS, 1995)

Figura 3 - Bacupari, Tontelea micrantha

Fonte: http://static1.kew.org/science/tropamerica/neotropikey/families/Celastraceae.htm

Os frutos de bacupari, apresentam a textura de casca, desde lisa até rugosa,
com variagdo de cor de amarelo a alaranjado-escuro e formato periforme até
arredondado. Encontraram peso de frutos que variam de 30 a 80 gramas (SILVA et al.,

2002).
Os extratos alcoodlicos da casca e do caule subterrdneo de T. micrantha sao

utilizados para tratamento de problemas renais. O 6leo extraido de suas sementes é
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um potente anti-inflamatorio e representa uma fonte significativa de renda para as
pessoas que vivem nessas areas (DIAS e LAUREAN, 2010).

Representantes da familia Celastraceae estdao bem conhecidas na medicina
popular por suas propriedades farmacolégicas, especialmente espécies do género
Maytenus usadas no tratamento de Ulceras gastricas. Cheiloclinium e Salacia
também compreendem espécies que foram examinadas na busca de compostos
bioativos com atividades analgésica e anti-inflamatdéria ou para o controle do
diabetes (SHARMA et al., 2014).

Considerando as espécies descritas, o C. cognatum e a P. campestris
possuem indicagdo etnofarmacologica bem definida. A primeira como anti-
inflamatoéria, a segunda como anti-séptica. Outras propriedades sao atribuidas
popularmente a estas espécies, tais como: digestiva, cicatrizante, anestésica local e
abortiva (SCHENKEL, 2007).

Entre as classes de substancias quimicas isoladas dos frutos estdo os
flavonoides (BOTTA et al., 1984) e benzofenonas (NEVES et al., 2007), das raizes,
xantonas (MORTON, 1987) e das folhas, flavonoides e benzofenonas, apontadas
como responsaveis pela atividade antioxidante e antiinflamatéria (SOUZA et al.,
2007).

2.4 Estresse Oxidativo e defesas antioxidantes

Devido as descobertas sobre os efeitos prejudiciais no organismo causados
pela producao excessiva de ERO, o interesse pelo estudo de antioxidantes tem sido
cada vez maior. Essas espécies sao produzidas naturalmente no organismo pois a
oxidagéo é parte essencial da vida aerébica e do metabolismo (HALLIWELL, 2000).

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxila
(HO-*), superoxido (O2+-), peroxila (ROO¢) e alcoxila (RO¢); e os nao-radicalares:
oxigénio, perdxido de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HOCI) (FINKEL, T. e
HOLBROOK, 2000).

As ERO estdo relacionadas a diversas atividades fisiolégicas como na
fagocitose, sinalizagao intercelular, produgao de energia, regulagdo do crescimento
celular e na sintese de substancias biolégicas importantes para sobrevivéncia.
Porém, seu excesso gera efeitos deletérios, devido ao dano oxidativo em proteinas,
acido desoxirribonucleico (DNA), fosfolipideos e membranas celulares o que pode
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gerar perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através das
membranas celulares, citolise, mutagdes no DNA e morte celular (JENKINS, 1993).
Assim as ERO exercem papel central na patogénese de diversas doengas, podendo
ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (GUTTERIDGE, 1993). Séao
exemplos dessas patologias: artrite, choque hemorragico, doengas cardiovasculares,
catarata, disfungdes cognitivas, e cancer (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Dessa forma é de fundamental importancia que exista um equilibrio entre a
formagdo e remogado dessas ERO no organismo, para que assim 0S processos
metabolicos dependentes das mesmas continuem ocorrendo de maneira adequada
para manutengao da fisiologia celular (JENKINS, 1993). Quando ha um desequilibrio
decorrente do aumento da geragdo de espécies oxidantes ou da diminui¢do dos
antioxidantes endogenos, havera um estado pré-oxidante que favorecera a
ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive
podendo resultar na morte celular. Este tipo de lesdo oxidativa € definida como
estresse oxidativo (GUTTERIDGE, 1993).

Segundo Halliwell (2000) “antioxidante € qualquer substéncia que, quando
presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera
o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo”.

As defesas antioxidantes contra a acao das ERO podem ser adquiridas
na dieta (exdgenas) ou endogenas (BABIOR; 1997), as quais sao divididas
em enzimaticas e nao enzimaticos. A exemplo de antioxidantes enzimaticos temos
a superoxido dismutase (SOD) que converte o anion superéxido em H,O,, que por vez
€ neutralizado pela acéo da catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPX) (FINKEL,
T. e HOLBROOK, 2000).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sao de baixo peso molecular, a exemplo da
dos peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido
diidrolipdico. Entre os antioxidantes exdgenos destacam-se o a-tocoferol (vitamina- E),
B-caroteno (pro-vitamina-A), acido ascoérbico (vitamina-C), e compostos fendlicos,
principalmente da classe dos flavonoides (LUPULESCU, 1993).

Os polifendis, metabdlitos secundarios de plantas, sao antioxidantes mais
efetivos que as vitaminas C e E, pois apresentam estrutura ideal para o sequestro de
radicais. Sua estrutura esta diretamente correlacionada com sua atividade
antioxidante e pode ser determinada por cinco fatores: estabilidade do radical
flavonil, reatividade frente a outros antioxidantes, reatividade como agente doador,
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capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interacdo com as
membranas (CAO; SOFIC e PRIOR, 1997).

2.5 Mieloperoxidase

A primeira linha de defesa do organismo no combate contra agentes
xenobidticos em processos infecciosos sdo os neutrdfilos. A intervengao é feita
a partir de um ataque de enzimas hidroliticas e proteinas bactericidas
responsaveis pela destruicdo dos microrganismos invasores. Essas enzimas que
sdo liberadas estdo, inicialmente, armazenadas em granulos nesses linfécitos.
Os granulos azurodfilos apresentam niveis elevados de MPO, pertencente a
familia das peroxidases, que atua juntamente com a NADPH oxidase contribuindo
para aformacdo de ERO (ARNHOLD, 2004).

2.5.1 Mecanismo de catalise

No esquema a seguir (figura 4) estdo representadas as reacdes catalisadas
inicialmente pela MPO que utiliza o H202 para oxidar o ion cloreto a HOCI
(CAPELLEIREBLANDIN, 1998). Nesse processo o H202 é utilizado como doador de
hidrogénio. A MPO também pode catalisar a oxidagdo de doadores nao especificos

de elétrons, tais como o guaiacol (MERRILL, 1980).

Figura 4 - Atividade Catalitica da Enzima Mieloperoxidase

dano
oxidativo
%
»
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espécies de oxigénio
pelo neutrofilo ativado

Fonte: http://www2.iq.usp.br/docente/flaviam/
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A partir das reagdes representadas na imagem, sdo formados O2+—, H202 e
HOCI que sado oxidantes microbicidas que combatem os patdégenos, mas que
também provocam inumeros danos e estdo envolvidos no desenvolvimento de
alguns quadros patologicos e injuria celular. O O2+— produzido ndo possui uma
atividade bactericida direta e a sua maioria € convertida a H202 por dismutacio
espontdnea ou através de uma reagdo catalisada pela enzima SOD
(MATHYHARTERT et al., 1997).

O H202 em altas concentragbes apresenta uma atividade bactericida bem
determinada, portanto esta fungdo se deve a agdo de oxidantes secundarios
produzidos a partir do O2+—. O H202, embora nao seja definido como radical livre por
nao apresentar elétrons desemparelhados em sua ultima camada, esta envolvido na
producao do HO- que nao é facilmente removido e por isso se torna tdo importante as
atividades das enzimas CAT e da GPX na conversao do H202 em agentes mais
estaveis. Ele também €& altamente toxico para as células, porque consegue
atravessar as camadas lipidicas podendo reagir com membranas bioldgicas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Os ions cloreto sao oxidados pela MPO na presenca de H202 resultando na
formagdo do HOCI. Esse acido € o mais abundante oxidante gerado no sangue
(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996), capaz de atacar as biomoléculas do organismo
além de conseguir gerar outras ERO instaveis como o oxigénio singlete e o radical
hidroxil (WEISS, 1989; LAPENNA e CUCCURULLO, 1996).

2.5.2 Constituicao molecular

A MPO é uma proteina catiénica pois possui residuos de arginina. Atua em pH
fisiolégico de aproximadamente 7,4 com ponto isoelétrico (pl) maior do que 11. Tendo
carater cationico ela se liga a anions e também a moléculas apolares como os
fosfolipideos, constituintes da membrana celular (WEISS,1989).

Esta enzima esta inclusa na familia das peroxidases, presente nos granulos
azurdfilos de neutréfilos e corresponde a cerca de 5 % da massa seca total desses
anticorpos (ZUURBIER et al., 1992). E uma heme proteina glicosilada de cerca de
144 KDa,, que é liberada no fagossomo quando bactérias sédo fagocitadas e
representam aproximadamente 25 % das proteinas de neutréfilos neste vacuolo
(WINTERBOURN, 2013).
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Sua estrutura é constituida por duas cadeias idénticas unidas por ponte
dissulfeto. Cada subunidade apresenta uma cadeia leve e uma cadeia pesada
(figura 5). Ambas as subunidades apresentam um grupamento heme, sendo que
estes trabalham independentemente na oxidagdo de ions cloreto. Sua estrutura
€ caracterizada por trés ligagdes covalentes — duas ligacdes éster (Asp260 e Glu408)
e uma tioéter (Met409), entre a porgdo de proteina e o grupo heme, as quais
permitem a estabilidade da estrutura (ARNHOLD, 2010).

Figura 5- Mieloperoxidase

Fonte: http://www2.iq.usp.br/docente/flaviam/

2.5.3 Patologias

O sistema imunologico humano é fundamental para garantir a sobrevivéncia do
organismo, combatendo processos infecciosos por patdégenos que o invadem,
porém a forma de se eliminar esses microrganismos depende também de enzimas,
como a MPO, que estao envolvidas na formagao de ERO que sao perigosas devido a
sua reatividade e vém sendo correlacionadas com o surgimento de processos
degenerativos de inflamagdes crdnicas e envolvidas em quadro patolégicos como
cancer, diabetes, aterosclerose, asma, diabetes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997),
enfisema, doenga respiratéria aguda, injuria por reperfusdo e artrite reumatodide
(BABIOR, 2000).
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Com esses dados é possivel visualizar o grande impacto que o desequilibrio na
liberacdo de MPO no organismo pode causar, pois, consequentemente, com o
aumento de sua disponibilidade no sangue mais radicais livres serao produzidos.

A MPO esta envolvida, por exemplo, na aterogénese pois desencadeia uma
modificagdo oxidativa de lipoproteinas humanas, sendo portanto diretamente
relacionada com a origem e progressao da aterosclerose (SHAO, B. e ODA, M.N. et.
al..2006).

De acordo com SHAO et al. (2006) que realizou um estudo em humanos com
lesdes ateroscleréticas isolando suas lipoproteinas de baixa densidade (LDL), a
partir desse isolamento constatou-se a presenga de um aminoacido, 3-clorotirosina,
resultante de um processo oxidativo do HOCI, ja descrito como produto da reacgao
catalisada pela MPO. Dessa forma pode se verificar o grau de envolvimento da MPO
no desenvolvimento da aterosclerose e consequentemente em suas complicagdes
como a trombose.

O metabolismo do colesterol também pode ser alterado a partir de reacoes
envolvendo a MPO. Como mencionado, o HOCI oxida as LDL e consequentemente
particulas aterogénicas sdo formadas e induzem uma alteracdo funcional nas
lipoproteinas de alta densidade (HDL) que pode afetar o transporte do colesterol,
fosfolipideos e outras moléculas lipofilicas, por meio de um transportador ativo
de membrana, do interior para a superficie celular das paredes arteriais,
permitindo que o colesterol se acumule mais faciimente nas células (LORIA et
al., 2008, BORATO et al., 2016; SONG et al., 2015).

Considerando a participagdo da MPO no dano oxidativo celular, estratégias
que visam a identificagdo de substancias capazes de antagonizar espécies reativas
produzidas por esta enzima tais como, os antioxidantes naturais, sdo de extrema
relevancia devido ao seu potencial farmacolégico de modulagdo da resposta
inflamatdria e no combate a diferentes patologias (VELLOSA, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a capacidade antioxidante em extratos de folhas das espécies
nativas do Cerrado A. humile e T. micrantha, respectivamente, cajui e bacupari e

também avaliar seu potencial como inibidores da enzima MPO.

3.2 Objetivos Especificos

00 Determinar as concentrag¢des de polifendis totais e de flavonoides;
0 Avaliar o potencial antioxidante contra o radical DPPHe;

[0 Investigar o potencial dos extratos como inibidoras da enzima MPO in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras e preparo do extrato aquoso

As folhas das espécies investigadas no presente estudo A. humile (cajui) e T.
micrantha (bacupari) foram coletadas nas regides de Lagoa Formosa (18°40°24.6”S
46°27°00.7°W) e Patrocinio (18°55'48”S 46°57°36”W) respectivamente, no més
de margo de 2018. O cadastro de acesso ao patrimdnio genético para fins de pesquisa
cientifica foi realizado no SisGen com certificado AGAS98B.

As folhas foram congeladas a temperatura de -80°C , liofiizadas e entéo
trituradas em moinho de facas. Para a obtencdo dos extratos, as amostras
foram diluidas em agua destilada na proporcédo de 1:10, a 72°C por 10 minutos em
banho maria. Entdo, resfriou-se o0s extratos para posterior filtracdo a vacuo,

liofilizacdo e armazenamento a 4 °C.
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4.2. Determinagao de compostos fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin—
Ciocalteu como descrito por GEORGE et al. (2005). Neste método o reagente
de Folin Ciocalteu, se reduz ao oxidar os compostos fendlicos, produzindo compostos
de cor azul que absorvem no comprimento de onda de 760nm. Para construgao da
curva padréo foi utilizada solugéo de acido galico. Os valores de fendlicos totais sao
expressos como equivalentes de acido galico (mg de acido galico em 100g de

extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

4.3 Determinacgao de flavonoides

O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico
descrito por Hossain & Rahman (2011). Este método se baseia no uso do cloreto de
aluminio, uma vez que o cation aluminio forma complexos estaveis com os
flavonoides, ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda e uma intensificagdo da absor¢ao. Dessa maneira, é possivel
determinar a quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos. A quercetina foi utilizada
como flavonoide padrao para a construgao da curva de calibragdo. Apds, realizou-se
a leitura da absorbancia na faixa de 415 nm. Todas as amostras foram analisadas em

triplicata.

4.4 Determinagao da capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPH-

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada por método
colorimétrico previamente descrito por Brand-Williams et al. (1995). Este método se
baseia na transferéncia de elétrons para o radical DPPH« (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
em solucido de metanol.

A atividade antioxidante foi determinada através da reducéo de absorbancia do
radical DPPH a 515 nm e o percentual de inibicao foi determinado de acordo com

a seguinte equacao, onde A indica absorbancia:

(A 515— A 515)

% de inibicao do radical BH = 1515 x 100
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4.5 Ensaio de inibicao da mieloperoxidase

O ensaio foi realizado em uma cubeta para espectrofotbmetro, onde foram
adicionados tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH = 7,4), guaiacol (70 mM),
os extratos e MPO. A reacdo enzimatica foi iniciada com a adicdo de peroxido
de hidrogénio na concentracdo de 0,0017 % e logo realizou-se a primeira leitura
da absorbancia em 470 nm. O primeiro ensaio foi realizado para determinar a cinética
da enzima MPO sem nenhum extrato (branco). Em seguida, foram realizadas
determinag¢des na presenga dos extratos de cajui e bacupari, nas concentragdes de
0,1 ug/ml, 1 ug/ml e 10 ug/ml. A quercetina foi utilizada como controle positivo. Os
resultados foram comparados frente a diferentes concentragdes das substancias
testadas por meio da construgao de graficos que correlacionam concentracao versus
resposta. Esse ensaio tem como principio a oxidagao do guaiacol na presenga de

peroxido de hidrogénio.

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
posteriormente analisados pelo teste T de Student. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as andlises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism 8.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagao de polifendis totais

Neste teste o extrato de bacupari apresentou concentracéao de 373,53 mg/g
16,03 enquanto que a concentragao para o cajui foi de 363,01 mg/g + 9,21 (figura 6).
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Figura 6 - Concentragdo de polifendis para cajui e bacupari. Concentragdo de fendlicos totais nos
extratos aquosos das folhas de cajui e bacupari. Os dados estédo representados como média * desvio
padrdo e expressos em Equivalentes de acido gélico EAG. As analises foram realizadas em triplicata.

500

400

300

EAG (mg/qg)

Cajui Bacupari

Santos et al. (2018) também utilizando o método Folin-Ciocalteu,
determinaram o teor de fendis totais em diversas espécies, tendo destaque a folha de
A. ocidentale L. por apresentar 274 mg EAG/g de extrato, conteudo inferior ao extrato
aquoso de A. humile analisado no presente estudo.

Os resultados da triagem fitoquimica realizada por BESSA et al. (2013)
no extrato etandlico de A. othonianum (cajuzinho-do-cerrado ou cajui) também indicou
presenca de saponinas, fendis e taninos sendo estas substancias encontradas em
espécies da familia Anacardiaceae (ROCHA et al., 2011).

Os compostos fendlicos tém uma imensa variedade de aplicagdes dentro dos
usos medicinais (SANTOS et al., 2003). Dentre as propriedades atribuidas a estes
compostos destacam-se acdo antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana.
Sendo a ultima identificada em espécies da familia Celastraceae (SILVA et al. 2011),
utilizadas para tratar inflamagao renal (PANSERA et al. 2003). Estas informagdes
podem justificar a utilizacdo em tratamentos de infeccbes renais da T. micrantha
(DIAS e LAUREANO 2010).

No estudo de Farinazzi-Machado et al. (2017) identificou-se que na polpa e nas
folnas da G. cochinchinensis Choisy as concentragbes de polifendis foram maiores
se comparadas as outras espécies do género Garcinia.

Em extratos de G. brasiliensis foram encontrados 343,98 + 4,8 mg acido

galico.g-1 em extrato aquoso, e 159,85 + 7,9 mg acido galico.g-1 em extrato
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etandlico (NAVES, 2014), concentracdes inferiores as encontradas no presente
estudo (373 mg/g £ 16), evidenciando que a espécie T. micrantha pode representar
uma boa fonte de compostos bioativos, quando comparado as outras espécies de
bacupari.

Sao diversos os fatores que podem afetar a produgdo de metabdlitos
secundarios, e um dos principais € a sazonalidade que interfere tanto na quantidade
como também na natureza de alguns constituintes ativos das plantas, o que altera a
caracterizacao de uma mesma planta que foi coletada em diferentes épocas do ano.
Outros fatores relevantes sdo o estagio de desenvolvimento da planta,
disponibilidade de nutrientes, poluicdo atmosférica e também a incidéncia de
radiacao ultravioleta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

5.2 Determinacao de flavonoides

O extrato de bacupari apresentou maior concentracao de flavonoides totais,
18,99 mg/g £ 0,38 enquanto que a concentragdo para o extrato de cajui foi de 15,92
mg/g £ 1,84, conforme demonstrado na figura 7.

O resultado encontrado no estudo de Baptista (2018) em 1 mL de amostra de
compostos flavonoides para A. microcarpum foi 0,29 mg ER g-1 de extrato enquanto
que no trabalho de Rocha (2011) foi encontrado 3,12 £ 0,7 mg/100g de flavonoides no

extrato aquoso de frutos de A. humile.
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Figura 7 - Concentragéo de flavonoides para cajui e bacupari. Concentracdo de flavonoides totais nos
extratos aquosos das folhas de cajui e bacupari. Os dados estédo representados como média + desvio
padrdo. As diferentes letras representam diferenga significativa entre as médias para p <0,05.
Os resultados estdo expressos em miligramas de equivalentes de quercetina (EQ) por grama de
amostra. As analises foram realizadas em triplicata.
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Analisando os resultados obtidos para o bacupari, Botta et al. (1984) em seus
estudos com a espécie G. gardneriana identificou principalmente nas folhas,
flavonoides como os biflavondides volkensiflavona, [3-naringenina-I18-eriodictiol,
fukugetina (moreloflavona).

Os extratos analisados no presente trabalho apresentaram altas quantidades de
flavonoides totais comparados a outras espécies consultadas nos estudos citados.
Até o momento nao foi realizada caracterizagao fitoquimica da espécie T. micrantha

para comparagoes.

5.3 Capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPH«

O radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH+) tem sido muito usado
para avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar radicais livres.
Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPHe+, de coloragao
purpura e que absorve em um comprimento de onda de 517 nm, é reduzido
formando (DPPHe-), de coloragdo amarela, com consequente desaparecimento da
banda de absorc¢ao, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A
partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante
(quantidade de DPPHe+ consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais

e/ou a porcentagem de DPPHe+ remanescente no meio reacional. Este € um dos
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meétodos mais usados para verificar a capacidade antioxidante (OLIVEIRA et
al., 2009).

Comparando-se atividade de varredura do radical DPPHe dos extratos
estudados, ambos apresentaram alta atividade antioxidante inibindo 89,4 % e 92,1
% do radical DPPHe para cajui e bacupari, respectivamente (figura 8).
O antioxidante de referéncia, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (TROLOX) apresentou percentual de inibicdo entre 26 % na

concentragéo de 50 pyg/mL a 81 % na concentragao de 200 pg/mL.

Figura 8 - Inibigdo do radical DPPHe. Percentual de inibicdo do radical DPPH+ pelos extratos aquosos
das folhas de cajui e bacupari nas concentragdes de 50, 100, 500 e 1000ug/mL. Os resultados estéo
expressos como média desvio padrdo. As analises foram realizadas em triplicata.
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Comparativamente, Broinizi et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante in
vitro do extrato hidro alcodlico, a partir do bagago de pedunculo de caju, que
apresentou efetiva atividade de varredura do radical DPPH-e, principalmente na maior
concentracdo (1000 pg/mL), com percentual de inibicdo em torno de 95 %. E
provavel que esta atividade efetiva de sequestro de radicais livres esteja
correlacionada a quantidade elevada de compostos fendlicos, bem como os acidos
fendlicos com atividade antioxidante presentes no bagaco de pedunculo de caju
CCP-76 ja quantificados e identificados por Andrade-Wartha (2007).

Mahattanatawee et al. (2006) verificaram correlagao positiva (r = 0,96) entre a

atividade antioxidante em sistema DPPH- e o teor elevado de compostos fendlicos
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totais de goiaba vermelha e carambola, sugerindo que estas substancias,
provavelmente, sejam contribuintes significativos na capacidade antioxidante em
extratos de frutas.

Além disso, Broinizi et al. (2007) verificaram 88 e 95 % de atividade de
varredura do radical DPPHe numa concentracdo de 0,5 mg de extrato aquoso
e alcodlico, respectivamente, do bagaco de pedunculo de caju CCP-76, e aos
encontrados por Andrade-Wartha (2007) com 94 % de atividade de varredura
do radical DPPH+ na concentragdo de 0,4 mg de extrato alcodlico do pedunculo de
caju CCP-76 antes de passar por melhoramento.

E ainda, de acordo com Santos et al. (2018) a atividade antioxidante da
folha, casca e pseudofruto maduro e verde da espécie A. occidentale, testada nas
seguintes concentragdes (100; 200; 300; 400 e 500 ug.mL"), destacou-se a folha por
apresentar 80,43 % de atividade antioxidante na concentragdo de 500 pg.mL-.

Valores semelhantes ao observado no presente estudo nesta concentragao.

Enquanto que Farinazzi-Machado et al. (2017) em testes para avaliagao
da capacidade antioxidante dos frutos do bacupari encontraram um percentual
de sequestro do radical DPPHe estatisticamente maior a atividade antioxidante
das folhas. Estes dados corroboram com o estudo de Ibrahim et al. (2015) que
observaram maior concentragdo de compostos fendlicos nas folhas quando
comparadas aos frutos da G. mangostana (0,2501 mg.g-1 de acido galico e 0,0202
mg.g-1 de acido galico, respectivamente), e, no entanto, a atividade antioxidante dos
frutos foi maior que das folhas (93,33 % e 89,45 %, respectivamente).

Recente estudo mostrou que as folhas maduras de G. atroviridis
apresentaram alta atividade antioxidante (92,34 %), seguida de folhas mais jovens
(80,70 %) determinadas por DPPH (NURSAKINAH et al.,, 2012). Ali Hassan et
al. (2013) observaram atividade antioxidante entre 67,9 % e 85,4 % nos extratos
aquoso e 80 % metanol de frutos frescos da G. parvifolia.

Atualmente, é dificil comparar, baseando-se na literatura cientifica, a atividade
antioxidante de diferentes amostras, devido aos autores utilizarem diferentes
diluicbes das amostras para a realizagao da analise, diferentes tipos de solventes e
métodos para a obtencdo dos resultados, visto que cada amostra apresenta um
poder antioxidante e comporta-se de forma diferente em cada tipo de analise
(COUTO, 2010).



34

5.4 Ensaio com MPO

A cinética da atividade enzimatica da MPO foi determinada de modo a avaliar o
potencial inibitério dos extratos estudados. O extrato de cajui (A. humile),
demonstrou uma atividade inibitéria em todas as concentracbes utilizadas de
maneira dose dependente, 64,3; 74,6 e 81,7 % de inibigdo nas concentracboes
de 0,1; 1 e 10 ug/ml, respectivamente de forma mais expressiva que o flavonoide
padrao quercetina, utilizado como controle positivo na mesma concentragao (figura
9).

Figura 9 - Potencial de inibicdo do extrato de cajui sobre a mieloperoxidase. Cinética de oxidagédo do
guaiacol pela mieloperoxidase em tampéo fosfato de potassio, pH 7,4 a 25 °C na auséncia (controle) ou
presenca do extrato aquoso das folhas de cajui (0,1. 1 e 10 ug/ml). A quercetina, um flavonoide isolado,
foi usada como controle positivo. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 470nm em intervalos de 10 segundos durante cinco minutos.
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O extrato de bacupari (T. micrantha) também apresentou forte inibicdo da
oxidagdo do substrato guaiacol pela MPO como demonstrado abaixo (figura 10),
inibindo 43,0; 86,2 e 98,9 % da atividade enzimatica. Sendo este efeito também

maior do que o da quercetina na mesma concentragao.
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Figura 10 - Potencial de inibicdo do extrato de bacupari sobre a mieloperoxidase. Cinética de
oxidacdo do guaiacol pela mieloperoxidase em tampdo fosfato de potassio, pH 7,4 a 25 °C na
auséncia (controle) ou presenga do extrato aquoso das folhas de bacupari (0,1. 1 e 10 ug/ml).
A quercetina, um flavonoide isolado, foi usada como controle positivo. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 470nm em intervalos de 10 segundos durante cinco
minutos.
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Nos estudos de Regasini et al. (2008) foi isolado um derivado de kaempferol
inibidor de mieloperoxidase, nomeadamente pterogindsido, a partir de frutos de
Pterogyne nitens, juntamente com seis flavondis conhecidos, kaempferol, afzelin,
kaempferitrin, quercetina, isoquercetrina e rutina. Todos os flavondis foram
selecionados para identificar metabdlitos secundarios como potenciais inibidores da
MPO, e em concentragdes de 0,50-50 nM, quercetina, isoquercitrina e rutina
exibiram fortes efeitos inibitorios com valores de IC50 de 1,22 £ 0,01 ug/ml, 3,75
0,02 ug/ml e 3,60 = 0,02 ug/ml, respectivamente. Pode-se observar que
as concentragcdes que apresentaram potencial inibidor foram muito baixas, em torno
de1 a 4 ug/ml, dados que corroboram com este estudo, analisando-se que
a concentragdo de 1 ug/ml dos extratos de cajui e bacupari ja apresentou alto
potencial inibidor.

Enquanto que nos estudos de Vellosa (2005) foram avaliados extratos ou
moléculas dos vegetais: Pterogyne nitens, Maytenus ilicifolia, Maytenus aquifolium,
Salacia campestris, Piper gaudichaudianum, Piper crassinervium e Piper aduncum

com o objetivo de avaliar a inibigdo da MPO. Observou-se um grande potencial das
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plantas estudadas como fonte de compostos com acgédo antioxidante. Além disso,
identificou-se a existéncia de possiveis inibidores da MPO nos diferentes vegetais
estudados, destacando-se quercetina (IC50=1,35 ug/mL), fracdo hexano-acetato de
etila do extrato da M. aquifolium (IC50=1,5 ug/mL), extrato bruto etandlico da casca da
raiz da M. licifolia (IC50=2,2 ug/mL), fragdo hidroalcodlica do extrato da M.
aquifolium (1C50=3,1ug/mL), fracdo butandlica do extrato do caule de P. nitens
(IC50=6,4 pg/mL) e extrato bruto etandlico da casca da raiz da S. campestris
(1C50=8,9 pg/mL).

O maior potencial de inibicdo da MPO observado no extrato de bacupari em
relacéo ao de cajui pode ser devido a maior concentragao de flavonoides no mesmo,
uma vez que existe correlagao direta entre essa concentragcdo e a inibicdo da
enzima, identificando, dessa forma, um forte potencial farmacologico desses
compostos devido ao fato de que a MPO gera espécies reativas que causam injuria
celular e dano tecidual (VELLOSA, 2005). Essa acao também pode estar

relacionada com a utilizacdo medicinal de ambas as espécies em infecgdes.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir deste trabalho demonstram que ambas as
espécies investigadas apresentam alto teor de compostos bioativos, atividade
antioxidante e potencial como inibidores da MPO. Sendo que o extrato aquoso das
folnas de bacupari apresentou maior conteudo de flavonoides totais e maior
potencial de inibicdo da MPO em relagdo ao extrato das folhas de cajui nas
concentragdes de 1 ug/ml e 10 ug/ml. Assim, em conjunto esses dados fornecem
subsidio para futuros estudos de bioprospecgdo, investigacdo de potencial

farmacolégico além de contribuir para valorizagao da biodiversidade do Cerrado.
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