UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E AMBIENTE

ELAYNE COSTA DA SILVA

ESTUDO DE PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE Hancornia speciosa Gomes
COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA OBESIDADE

Sao Luis

2018



ELAYNE COSTA DA SILVA

ESTUDO DE PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE Hancornia speciosa Gomes
COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA OBESIDADE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo Saide e Ambiente da Universidade
Federal do Maranhdo como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Saude e
Ambiente.

Area de concentracio: Satde de populacdes.
Linha de pesquisa: Biotecnologia aplicada a
satide.

Orientadora: Prof* Dr* Flavia Maria Mendonga
do Amaral.

Sao Luis

2018



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo (a) autor (a).
Nucleo Integrado de Bibliotecas/UFMA

Silva, Elayne Costa da.

Estudo de padronizacdo de extratos de Hancornia speciosa
Gomes como alternativa terapéutica para obesidade
/ Elayne Costa da Silva. - 2018.

98 p.

Orientador(a): Flavia Maria Mendonca do Amaral. Dissertagao
(Mestrado) - Programa de Pés-graduagdo em
Saude e Ambiente/ccbs, Universidade Federal do Maranhao, Programa
de Pds-graduacao em Saude e Ambiente, 2018.

1. Antioxidante. 2. Mangaba. 3. Obesidade. 4.
Padronizacdo. 5. Rutina. I. Amaral, Flavia Maria
Mendonga do. II. Titulo.




ELAYNE COSTA DA SILVA

ESTUDO DE PADRONIZACAO DE EXTRATOS DE Hancornia speciosa Gomes
COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA OBESIDADE

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacgdo Saide e Ambiente da Universidade
Federal do Maranhdo como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Sadde e
Ambiente.

Area de concentracio: Satide de populagdes.
Linha de pesquisa: Biotecnologia aplicada a
saude.

Aprovada em: / /

Orientadora: Prof* Dr* Flavia Maria Mendonca
do Amaral.

BANCA EXAMINADORA

Prof? Dr* Flavia Maria Mendonca do Amaral
Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr? Denise Fernandes Coutinho
Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Universidade Federal do Maranhdo

Prof* Dr® Maria do Socorro de Sousa Cartagenes
Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Universidade Federal do Maranhio

Prof* Dr? Mayara Soares Cunha Carvalho
Doutora em Ciéncias da Sadde
Universidade Federal do Maranhao



Aos meus amigos, familiares e a Deus por

nunca desistir dos meus sonhos, mas sempre acreditar.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela oportunidade de iniciar na carreira a docéncia e sempre seguir firme no
caminho a findar a conquista desse sonho com muita satde, fé e sabedoria.

A minha mée Suelma Oliveira Costa que estd sempre comigo me mostrando o melhor
caminho. A Raissa Lobo por estar sempre ao meu lado e, também, a minha irma Renata Costa
por todo apoio.

A minha orientadora Flavia Amaral que incansavelmente sempre me apoiou com seus
ensinamentos desde a graduacgdo até o mestrado. Sou muito grata.

A professora Claudia da Rocha por sua disponibilidade e orientagdo em um aspecto
muito importante da minha pesquisa.

Aos meus amigos da turma 13 do Mestrado Saide e Ambiente pelo apoio no
conhecimento e amizade nos dias de luta (semindrios) e dias de glorias.

Aos colegas do Grupo de Produtos Naturais por compartilhar seus conhecimentos ao
longo desses dois anos de mestrado, em especial a Talison Ferreira pela sua paciéncia.

Aos colegas do laboratério de Farmacognosia pelo apoio e ensinamentos
compartilhados, em especial a Antonio Costa e Amdlia Melo que sempre se despuseram a

ajudar ao longo da minha pesquisa.



RESUMO

Hancornia speciosa Gomes, Apocynaceae, nome vernacular: mangaba, representa espécie
de grande ocorréncia nas regides de cerrado, especialmente no estado do Maranhdo, com
fruto comestivel que produz latex, sendo largamente empregada na pratica popular no
combate a obesidade. Este trabalho tem como objetivos apresentar uma revisdo da literatura
dos estudos desenvolvidos com Hancornia speciosa e realizar a padronizacdo dos seus
extratos, visando contribuicdo efetiva na obtencdo de novas alternativas terapéuticas para a
obesidade. Para a revisdo bibliogrifica foram realizados levantamentos em bases de dados,
abrangendo periodo de 1945 a 2017. No estudo de padronizagao, as folhas da espécie foram
coletadas em habitat natural no municipio de Morros; em seguidas foram secas, moidas e
submetidas extracdo com planejamento fatorial (extragdo por macera¢do, maceragdo com
ultrassom, percolacdo e Soxhlet em solvente hidroalcodlico a 70%, com hidromédulos de
1:10 e 1:15), seguida da avaliacdo dos constituintes quimicos, por prospecc¢do fitoquimica,
quantificacdo de compostos fendlicos, cromatografia (em camada delgada e liquida de alta
eficiéncia), espectrometria de massas e avaliacdo da atividade antioxidante. A revisao
bibliografica inclui aspectos da taxonomia, sinonimias, distribuicdo geogréfica,
etnofarmacologia, quimica e farmacologia, sendo evidenciado o potencial da espécie para o
prosseguimento de estudos visando obtencdo de novos bioprodutos. No estudo de
padronizacdo, podemos constatar que a extragdo em aparelho Soxhlet na relagdo de
hidromédulo de 1:10 obteve o melhor rendimento; o teor de polifendis totais mais
expressivo foi de 264,56 + 8,67 mg EAG/g na percolagdo com hidromédulo de 1:10;
enquanto teor de flavonoides mais alto (64,02 + 1,42 mg EQ/g) foi constatado na extracdao
em aparelho Soxhlet com hidromédulo 1:10. O perfil cromatografico em camada delgada
revelou a presenga de rutina (Rf0,5) em todos os extratos em estudo; substancia confirmada
na cromatografia liquida de alta eficiéncia e identificada por espectro de massa, sugerindo
um marcador analitico para extratos padronizados da espécie. A atividade antioxidante dos
extratos de maceracdo com ultrassom foi mais expressiva, estando relacionado ao potencial
dos compostos fendlicos. Foi identificado nos extratos S 1:10 e MU 1:10 os compostos
quimicos acido quinico, acido clorogénico, rutina, kaempferol-3-glicosideo-7-raminosideo,
quercetina 3-rutinosideo-7-raminosideo e kaempferol 3-0O-(4",6"-O-di-p-coumaril)-
glicosideo e 4cido cafeico 3-glicosideo identificado somente no extrato S 1:10. Compostos
quimicos como &cido clorogénico, dcido quinico e rutina presentes nas folhas de Hancornia

speciosa sdao antioxidantes naturais e agem no combate aos radicais livres; indicando, assim,



potencial da espécie no combate as doencgas cronicas ndo transmissiveis, especialmente a
obesidade e suas comorbidades. Diante desses resultados, pode-se inferir que a varidvel
relacdo de hidromdédulo 1:10 foi a mais efetiva e a extragdo em aparelho Soxhlet foi mais
seletiva na padronizacdo da espécie; mostrando que essas varidveis interferem na obtengao

dos extrativos das folhas de mangaba.

Palavras-chave: mangaba, obesidade, rutina, revisdo, padroniza¢ado, antioxidante.



ABSTRACT

Hancornia speciosa Gomes, Apocynaceae, vernacular name: mangaba, is a species of great
occurrence in cerrado, especially in the state of Maranhdo, with edible fruit that produces
latex, being widely used in popular practice in the fight against obesity. This study aims to
present a review of the literature of the studies developed with Hancornia speciosa and to
standardize its extracts, aiming at an effective contribution in the obtention of new therapeutic
alternatives for obesity. In the study of standardization, the leaves of the species were
collected in natural habitat in the city of Morros; after were dried, ground and subjected
factorial planning extraction (maceration extraction, maceration with ultrasound, percolation
and Soxhlet in 70% hydroalcoholic solvent in 1:10 and 1:15 hydromodules), followed by
physico-chemical analyzes, chemical constituents, quantification of phenolic compounds,
thin-layer chromatography, high performance liquid chromatography, mass spectrometry and
evaluation of antioxidant activity. The literature review includes aspects of taxonomy,
synonymy, geographic distribution, ethnopharmacology, chemistry and pharmacology,
evidencing the potential of the species for the continuation of studies in order to obtain new
bioproducts. In the study of standardization we can verify that the extraction in Soxhlet
apparatus in the ratio of 1:10 hydromodule obtained the best yield; the most significant
polyphenol content was 264,56 + 8,67 mg EAG/g in the 1:10 hydromodule percolation; while
the highest flavonoid content (64,02 + 1,42 mg EQ/g) was observed in Soxhlet extraction with
1:10 hydromodule. The thin layer chromatographic profile revealed the presence of rutin (Rf
0,5) in all extracts under study; a substance confirmed in high performance liquid
chromatography and identified by mass spectrum, suggesting an analytical marker for
standardized extracts of the species. The antioxidant activity of the extracts of maceration
with ultrasound was more expressive, being related to the potential of the phenolic
compounds. Was identified in the extracts S 1:10 and MU 1:10 chemical compounds quinic
acid, chlorogenic acid, rutin, kaempferol-3-glucoside-7-raminoside, quercetin 3-rutinoside-7-
raminoside and kaempferol 3-0O-(4',6"-O-di-p-coumaril)-glycoside and the caffeic acid 3-
glycoside identified only in the extract S 1:10. Chemical compounds such as chlorogenic acid,
quinic acid and rutin present in leaves of Hancornia speciosa are natural antioxidants and act
in the fight against free radicals; thus indicating the potential of the species in the fight against
chronic non-communicable diseases, especially obesity and its comorbidities. In view of these
results, it can be inferred that the variable ratio of 1:10 hydromodule was the most effective

and the extraction in Soxhlet apparatus was more selective in the standardization of the



species; showing that these variables interfere in the extraction of the extracts of mangaba

leaves.

Keywords: mangaba, obesity, rutin, review, standardization, antioxidant.
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01 INTRODUCAO

1.1 A obesidade na sociedade contemporanea

A obesidade é uma doenga cronica de etiologia complexa e multifatorial,
resultante da ingestdo excessiva de calorias e gasto reduzido de energia, sofrendo influéncia
da interacdo de fatores genéticos, emocionais, ambientais, fisiolégicos e estilo de vida
(ABESO, 2016; PENNEY; KIRK, 2015); ocasionando elevacdo da morbimortalidade
(ABESO, 2016) e a diminuicao tanto da satde relacionada com qualidade de vida (KUNKEL
et al., 2009; TAVARES et al., 2010; CHAGAS; NEVES, 2015), quanto da expectativa de
vida (DI ANGELANTONIO et al., 2016; ABESO, 2016).

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) classifica o excesso de peso, obesidade,
sobrepeso e o risco de doenga associado baseado no indice de massa corporal (IMC), sendo
sobrepeso de 25 kg/m* a 29,9 kg/m? obesidade >30 kg/m> e excesso de peso >25 kg/m?
(incluindo a obesidade). A gravidade da obesidade € definida em: grau I (obesidade) quando o
IMC esté entre 30 e 34,9 kg/m?; a obesidade grau II (obesidade leve ou moderada) com IMC
entre 30 e 39,9 kg/m? e, por fim, obesidade grave grau III (obesidade mérbida) na qual IMC
ultrapassa 40 kg/m? (OMS, 1995).

A doenca é considerada um distirbio metabdlico que afeta aproximadamente
27,5% dos adultos e 47,1% das criancas com um dos mais altos custos para a saide publica
em todo o mundo (NG, 2014). Uma revisdo sistematica constata que, em todo o mundo, as
despesas médicas relacionadas com a obesidade representaram 0,7 - 2,8% das despesas de
saude total de um pais e que as pessoas com obesidade tiveram gastos médicos de
aproximadamente 30% mais elevados do que seus pares com peso normal (WITHROW;
ALTER, 2011).

Dados da OMS em 2017, demonstram que mais de 1,9 milhdes de adultos > 18 anos
apresentavam excesso de peso em 2016, dos quais mais de 650 milhOes eram obesos; € a
prevaléncia mundial de obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016 (OMS, 2017).

Dentre os adultos, 39% dos homens apresentavam sobrepeso, sendo que 11% eram
obesos; entre as mulheres, 40% apresentavam sobrepeso e 15% eram consideradas obesas em
2016. Dados epidemiolégicos de criancas em 2016, estima que 41 milhdes de criangas
menores de 5 anos tenham excesso de peso ou obesidade; 340 milhdes de criangas e
adolescentes de 5 a 19 anos tinham sobrepeso ou obesidade. A obesidade infantil esta
associada a maior chance de obesidade na fase adulta, morte prematura e incapacidade na vida

adulta (OMS, 2017).
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No Brasil, a prevaléncia de desnutricdo em adultos e criancas apresenta reducdo
importante, enquanto a obesidade tem se elevado ao longo do tempo (MENDONCA, 2010).
Dados mais recentes indicam que prevaléncia da obesidade no Brasil passou de 11,8%, em
2006, para 18,9% em 2016, comprovando que o indice da obesidade aumenta com a idade;
entretanto, mesmo em brasileiros de 25 a 44 anos o indice ainda € alto (17%) (BRASIL,
2017).

Estudo da Vigilancia de Fatores de Riscos e Protecdo para Doencas Cronicas no
Inquérito Telefonico (Vigitel) indica que o percentual de adultos (>18 anos) com obesidade na
capital de Sao Luis, estado do Maranhao, foi de 15,6%, sendo mais frequente nas mulheres;
enquanto para o excesso de peso o percentual foi de 47,59%, sendo mais frequente no sexo
masculino (BRASIL, 2017).

Apesar de ndo dispor de abordagens terapéuticas atuais que oferecem uma cura
para a obesidade, a perda de peso melhora significativamente as morbidades associadas a
obesidade e reduz seus custos relacionados; sendo comprovado que mesmo sem atingir um
IMC na faixa normal (<25,0 kg/m?), pessoas com obesidade podem acumular beneficios de
saude significativos com a perda de peso (OGDEN et al., 2012).

Intervengdes no estilo de vida, enfatizando a ingestdo caldrica reduzida e aumento
da atividade fisica, com incorporacao de técnicas de modificacio comportamental, sdao
consideradas terapia de primeira linha para sobrepeso e obesidade (JENSEN et al., 2014). De
acordo com National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) and North American
Association for the Study of Obesity NAASO) (2000), isto acontece porque a obesidade surge
de interacdoes complexas entre a genética e fatores ambientais; assim, as intervencdes devem
enfatizar ndo somente os habitos alimentares e exercicios de pessoas com obesidade, mas sim
sobre os habitos no contexto do ambiente em que as pessoas vivem (BRASIL, 2014).

Por representar uma enfermidade de etiologia multifatorial, o tratamento da
obesidade é complexo, multidisciplinar e apresenta altos indices de insucesso, em grande
parte por estratégias equivocadas e pelo uso insuficiente dos recursos terapéuticos. O
tratamento farmacolégico da obesidade € um adjuvante das terapias dirigidas com foco na
mudanca dos héabitos de vida relacionados; os quais devem ter orientacdes nutricionais para
diminuir o consumo de calorias e aumento do gasto caldrico com exercicio fisico (ABESO,
2016).

O tratamento medicamentoso ¢ indicado quando o paciente obeso tem IMC>30
kg/m?, IMC>25 ou 27 kg/m® na presenga de comorbidades como a hipertensdo arterial,

diabetes tipo 2, hiperlipidemia, apneia do sono, osteoartrose, gota, entre outras, entretanto
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esse limite pode variar de acordo com o medicamento, e quando ha falha na perda de peso
com tratamento ndo-medicamentoso (ABESO, 2016).

No Brasil, atualmente, ha 04 (quatro) medicamentos aprovados para tratamento da
obesidade: sibutramina, orlistate, liraglutida 3 mg (ABESO, 2016) e lorcasserina (BRASIL,
2016). Além destes, existem 04 (quatro) medicamentos como uso off-label (quando existe
evidéncia de potencial beneficio para o tratamento da doenca e a terapia padrio for
inadequada), avaliados através de consulta piblica em 2008 pelo Conselho Regional de
Medicina de Sao Paulo, por auséncia de opcdo de tratamento para a doenca ou faixa etdria,
assim como as restrigdes ao comércio dado ao maior risco que beneficio de tais drogas; sdo
estes: topiramato, associagdo de bupropiona e naltrexona edimesilato de lisdexanfetamina
(ABESO, 2016; CREMESP 55.838/08).

Os riscos associados (efeitos colaterais e adversos) ao uso de drogas sintéticas
para o tratamento da obesidade representam uma preocupacdo para a saide publica, mas
também, um obstdculo para o desenvolvimento de novos medicamentos. Efeitos colaterais
durante o tratamento com a sibutramina s@o comuns como a elevagdo da pressdo arterial e
frequéncia cardiaca, sendo considerado um tratamento seguro apenas para pacientes sem
doenca cardiovascular estabelecida. Os medicamentos aprovados no Brasil para o tratamento
da obesidade tém eficdcia comprovada, porém devem ser avaliados seus riscos para o real
beneficio do tratamento farmacolégico do paciente (ABESO, 2016).

Dada a representatividade da obesidade na sadde publica, com alta taxa de
prevaléncia em todas as faixas etdrias e diversas comorbidades associadas; com evidéncias
das restricoes na comercializacdo dos produtos sintéticos; além dos padrdoes de beleza
socialmente estabelecidos focados na ditadura da magreza, é constatada a oferta no mercado
de diversas alternativas para o tratamento da perda de peso e obesidade, porém poucas
apresentam evidéncias consistentes de seguranca e eficicia (MANENTI, 2010; APOVIAN et
al., 2015).

Nesse cendrio, varios produtos ditos naturais t€m sido ofertados, comercializados
como “medicamentos fitoterdpicos”, os quais sdo, na maioria das vezes, desprovidos de
estudos cientificos confidveis que demonstrem a eficdcia e seguranca toxicoldgica para essa

indicacdo (SANTOS et al., 2007).

1.2 Validacao de espécies vegetais empregadas na perda de peso
Inquestionavelmente, no processo de descoberta e desenvolvimento de novos

compostos farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de origem vegetal,
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representam importante fonte de drogas para diversos estados patolégicos, inclusive a
obesidade. Entretanto, a evolucdo cientifica do momento atual ndo permite retrocessos,
devendo-se garantir a utilizacdo de espécies vegetais como recurso terapéutico de forma
racional, apoiada nas ci€ncias naturais e no método cientifico, com incorporag¢do dos avancos
na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos; enfatizando-se que o uso irracional de
plantas sem estudos de validacdo e, ainda, o emprego de material vegetal de ma qualidade
representam riscos e perigos reais ao consumidor (NEIVA et al., 2014; CERCATO et al.,
2015).

Estudo realizado por Gongalves (2014) para avaliar o comércio e a qualidade de
produtos vegetais em estabelecimentos farmacéuticos de Sdo Luis, estado do Maranhdo,
evidenciou a presenga de materiais estranhos e de méd qualidade nas amostras de Camellia
sinensis L. Kuntze (chd verde), assim como a auséncia de marcadores analiticos para a
espécie; representando riscos ao consumidor.

Na andlise das espécies vegetais amplamente empregadas no tratamento da
obesidade e perda de peso, destaca-se: Camellia sinensis L. Kuntze (chd verde) (GROVE;
LAMBERT, 2010; HUANG et al., 2014), Citrus aurantium L. (laranja amarga) (STOHS
et al., 2012), Baccharis trimera Less. (carqueja) (DE SOUZA et al.,, 2012), Annona
muricata L. (graviola) (CERCATO et al., 2015) e Phaseolus vulgaris L. (feijao branco)
(BARRETT; UDANI, 2011). Porém, vale enfatizar, que embora amplamente divulgadas
empiricamente para a reducdo de peso, diversas t€m sido as pesquisas comprovando a
ineficacia e/ou riscos associados, constatando que espécies vegetais € suas associagOes
(Baccharis trimera, Annona muricata, Ephedra sinica, Camellia sinensis e Fucus
vesiculosus) apresentam efeito laxante, diurético, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e causam
taquicardia (BRASIL, 2007; GRANCE et al., 2008; BALBINO, DIAS, 2010;
MOGHADAMTOUSI et al., 2015; HUANG et al., 2014; CERCATO et al., 2015).

O reconhecimento que as espécies vegetais podem desencadear efeitos benéficos,
mais também podem ocasionar severa toxicidade; bem como a constatacdo da crescente
ascensdo do uso de plantas e preparagdes derivadas, predominantemente fundamentadas no
empirismo da pratica popular, sem comprovacdo cientifica dos pardmetros de eficicia,
seguranca e qualidade; deve estimular os grupos de pesquisa na definicdo de critérios
cientificos para fundamentar o uso de tais recursos terapeuticamente; com base nos estudos de
validacdo (BALBINO; DIAS, 2010; MIGLIATO et al.,, 2011; BORELLA et al., 2012;
ARAUIJO et al., 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874115301975#bib123
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874115301975#bib123
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A investigacdo baseada em metodologia cientifica que busca avaliar eficicia e
seguranca das plantas de uso medicinal caracteriza os estudos de validacdo; ou seja, a
validacdo consiste em confirmar cientificamente as propriedades terapéuticas das plantas
medicinais para permitir seu uso como medicamento em seres vivos (ABRANCHES, 2012).
Assim, os estudos de validacdo possibilitam transformar as plantas medicinais em produtos
fitoterdpicos; buscando a confirmacgdo da eficicia farmacoldgica e da auséncia de toxicidade
da planta; fundamentados nos estudos botanicos, quimicos e farmacolégicos (MACIEL et al.,

2002; BRANDAO, 2017).

1.2.1 Estudos de padronizagdo de extratos vegetais

Nos estudos de validacdo de espécies vegetais devemos destacar a necessidade de
direcionar esforcos e recursos nos estudos de padronizagdo, principalmente dos extratos
vegetais, 0s quais representam as preparagdes intermedidrias ou acabadas mais
frequentemente empregadas nas formulacOes fitoterapicas solidas, semi-sélidas ou liquidas,
envolvendo vdrias etapas operacionais com diversas varidveis, que podem alterar a
estabilidade dos constituintes quimicos e, consequentemente, a atividade terapéutica desejada
(COUTO, 2012; SONAGLIO et al., 2016).

Migliato et al. (2011) definem que os estudos de padronizacdo devem priorizar a
avaliacdo dos extrativos vegetais por meio de planejamento fatorial, enfatizando a defini¢ao
das varidveis que influenciam na extracdo, j4 que essa representa a etapa fundamental na
obtencdo de fitoterdpicos, garantindo a separacdo de substincias de interesse da matriz
complexa.

Na obtencdo de extratos vegetais a partir de plantas cultivdveis, o processo de
padronizacdo de extratos vegetais sofre menos varidveis, pois a repeticdo sucessiva das
mesmas condi¢des de cultivo contribui para minimizar a influéncia de fatores como
sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento do vegetal, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacd@o ultravioleta, nutrientes e altitude, tendendo a favorecer uma homogeneizagao
dos teores de substancias ativas em uma dada planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Neste
caso, a padronizagdo dessas substancias orientada pelos marcadores ativos ou analiticos, com
a identificacdo e determinacdo das substancias quimicas relacionadas aos efeitos terapéuticos,
geralmente representados pelas que ocorrem em maior concentracio ou poténcia
farmacoldgica, assume um papel fundamental para a garantia da eficiacia (TOLEDO et al.,

2003; SILVA, 2004; LAPA et al., 2016).
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A padronizacdo dos extratos vegetais fundamentada na andlise quimica de
constituintes ou metabdlitos secunddrios representa parametro de avaliacdo de integridade
indispensavel no controle de qualidade, considerando que as matérias-primas vegetais podem
apresentar variabilidade na composicao quimica, dependendo de vdrios fatores intrinsecos e
extrinsecos, influenciando na concentracdo de constituintes quimicos no material vegetal e,
consequentemente, no valor terapéutico das preparagdes derivadas ou fitoterdpicos (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Os estudos quimicos ou fitoquimicos para padronizacdo compreendem etapas de
avaliacdo qualitativa e quantitativa de constituintes ou metabdlitos secundarios, identificagao,
isolamento e elucidagdo estrutural dos principios ativos ou substancias responsaveis pela acdo
bioldgica, empregando métodos quimicos, fisicos e/ou fisico-quimicos envolvendo técnicas
de caracterizacdo, métodos cromatogrificos, espectrometria de massa, espectroscopia no
ultravioleta, no visivel e no infravermelho; bem como a ressondncia magnética nuclear
(RMN) de hidrogénio e carbono (WAGNER; BLADT, 1996; COLLINS et al.,, 1997;
SILVERSTEIN et al., 2002; MATOS, 2009; FALKENBERG et al., 2016).

1.2.2 Hancornia speciosa Gomes

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) € uma espécie nativa do Brasil, com
ocorréncia espontanea nas regides sudeste, especialmente nos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo; norte, estados do Amazonas, Amapd, Pard,
Rondobnia e Tocantins; nordeste, estados do Alagoas, Bahia Ceard, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe; no centro-oeste, Distrito Federal, Goids,
Mato Grosso do Sul e Mato Grosso e sul, no Parand, com possibilidade de ocorréncia no norte
do pais (Koch et al., 2015).

Hancornia speciosa tem ocorréncia natural no municipio de Morros, estado do
Maranhdo, vegetacdo de transicdo Cerrado e Restinga; a producdo do fruto no nordeste
brasileiro € liderado pelo estado de Sergipe, ocupando o primeiro lugar e ultima posi¢cdo no
ranking de produ¢do nacional de mangaba estd o estado do Maranhao, provavelmente porque
toda a produgdo extrativista do estado € proveniente do municipio de Morros (IBGE, 2016).

A espécie Hancornia speciosa (figura 1) produz um fruto comestivel e um latex
do pediinculo do fruto e do tronco da arvore, de cor branca (SOARES et al., 2007). A planta é
uma arvore perene e semi-decidual de tamanho médio com altura que varia de 2 a 15 metros
(MONACHINO, 1945; SOUZA; LORENZI, 2005). Frequentemente, desenvolve-se em solos

pobres e arenosos, especificamente na regido do cerrado e nas planicies costeiras
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caracterizadas por baixa matéria organica, alta acidez e baixa disponibilidade de nutrientes
(SOARES et al., 2005).

Figura 1 - Partes aéreas de Hancornia speciosa Gomes

Fonte: http://www.cerratinga.org.br/mangaba.

Como nome vernacular s3o mais empregados “mangaba” que significa "algo de
bom para comer" na lingua indigena Tupi-Guarani (MOSTACEDO; USLAR, 1999; SILVA
JUNIOR, 2004), uma referéncia aos seus frutos que possuem alto teor proteico e sdo
aromdticos, saborosos e nutritivos (PARENTE et al., 1985) e “mangabeira” (KOCK et al.,
2015).

Seu fruto tem caracteristica bastante variavel, a forma € elipsoidal ou arredondada
do tipo baga (AGUIAR FILHO; BOSCO, 1998), sdo frageis, com exocarpo de cor amarelo ou
esverdeado com manchas avermelhadas, macio, doce e carnudo viscoso (VIEIRA NETO,
2002; SILVA JUNIOR, 2004; SOARES et al., 2005; SOARES et al., 2007; CARDOSO et al.,
2014).

O léatex do tronco da arvore e do pedinculo do fruto tem caracteristica leitosa e
coloragdo branca (SOARES et al., 2007; MARINHO et al., 2011; DOS SANTOS NEVES et
al., 2016); nas plantas o latex tem fung@o de protecio contra insetos (KONNO et al., 2004). O
baixo teor de proteinas e baixo potencial de causar alergias representa uma alternativa
interessante para producdo de biomembranas para aplicacio médica, quando comparado ao
latex da seringueira (MALMONGE et al., 2009). O latex da casca do tronco € utilizado para
fins medicinais como anti-diabético (FERNANDES, 2009), estimulante da funcdo hepatica
(POTTS e POTTS, 1994) e outros. Compostos bioativos como catequina, acido clorogénico,
naringenina-7-O-glicosideo e proantocianidinas foram identificados no latex do tronco da

arvore (DOS SANTOS NEVES et al., 2016).
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A polpa da mangaba € o seu produto alimenticio principal, consumido in natura
ou como matéria-prima para fabricacdo de produtos, tais como compotas, gelado, sumo,
geleia, molho, vinho e vinagre (COSTA et al., 2011).

A espécie € citada em vdrios estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos para uso
terapéutico na hipertensao (FERRAO et al., 2014), diabetes (RODRIGUES; CARVALHO,
2001; MACEDO; FERREIRA, 2004; SILVA et al., 2010), feridas (PENIDO et al., 2016),
obesidade (SILVA et al., 2010; DA SLVA et al., 2010), dentre outros; o que deve estimular a
continuidade dos estudos de validacao.

Estudos com Hancornia speciosa t€m evidenciado atividade farmacoldgica
antidiabética (CARDOSO et al., 2014; PEREIRA et al., 2015), anti-hipertensiva (SILVA et
al.,, 2011; SILVA et al., 2016), cicatrizante (GELLER et al., 2015), anti-inflamatdéria
(MARINHO et al., 2011; TORRES-REGO et al., 2016), antimicrobiano e antiftingica
(COSTA et al., 2008; SILVA et al.,, 2011), anti-Helicobacter pylori, gastroprotetora e
antiulcerogénica (MORAES et al., 2008), dentre outras. Além da investigacao de compostos
bioativos envolvidos na atividade bioldgica.

Estudos quimicos com folhas de Hancornia speciosa indicaram a presenca de
terpenoides, esteroides e taninos (HONDA et al., 1990; BRANDAO et al., 201 1).

Estudos de toxicidade em alguns farmac6genos da espécie Hancornia speciosa
referem que a planta € atéxica; constatando auséncia de toxicidade nos extratos
hidroalcodlicos da casca (MORAES et al., 2008). Avaliacdo de toxicidade aguda do latex do
tronco da arvore (MARINHO et al., 2011) e no extrato aquoso em concentragdes menores que
0,3 mg/mL referem auséncia de toxicidade (DOS SANTOS NEVES et al., 2016). O extrato
etanolico bruto da entrecasca e folha da mangabeira ndo apresentou atividade citotoxica em
larvas de Artemia salina (LIMA NETO et al., 2015). A polpa de mangaba ndo apresenta
efeitos toxicos/mutagénicos em testes in vivo (LIMA et al., 2015).

Com as evidéncias dos estudos ja desenvolvidos com Hancornia speciosa do
potencial da espécie, estimulados pelas referéncias do amplo uso popular local (dados ndo
publicados) no tratamento da perda de peso e, ainda, reconhecendo a problematica da
obesidade e/ou sobrepeso na sociedade contemporanea, com necessidade de novas opcdes
terapéuticas; esse trabalho se propde a contribuir nos estudos de validagdo de Hancornia
speciosa, com uma revisao da literatura dos estudos desenvolvidos e realizacdo do estudo de
padronizacdo dos seus extratos, visando contribuicdo efetiva na obtencdo de novas

alternativas terap€uticas para a obesidade.
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Os resultados desse estudo serdo apresentados em formato de artigos. O primeiro
artigo intitulado “O potencial de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) como recurso
terapéutico e nutricional: um estudo de revisdo” foi submetido ao Journal of Medicinal Plants
Research. O segundo artigo intitulado “Estudo de padronizacdo de extratos de Hancornia
speciosa Gomes como alternativa terapéutica para obesidade” serd submetido a Revista

Brasileira de Farmacognosia.
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02 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Realizar revisao dos estudos de Hancornia speciosa Gomes e desenvolver estudo
de validacao da espécie com €nfase na padronizacio dos seus extratos, visando contribuicao

efetiva na obten¢do de novas alternativas terapéuticas para a obesidade.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar revisao da literatura dos estudos desenvolvidos com Hancornia
speciosa abordando aspectos da taxonomia, sinonimias, distribuicdo geografica, estudos de
etnofarmacologia, quimica e farmacologia;

- Desenvolver estudos de padronizacdo de Hancornia speciosa; empregando
ensaios quimicos, fisicos e fisico-quimicos;

- Contribuir com desenvolvimento tecnolégico a partir de insumo de origem

vegetal de representatividade no Estado.



22

3. RESULTADOS
3.1 Artigo I submetido ao Journal of Medicinal Plants Research

O potencial de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) como recurso terapéutico e

nutricional: um estudo de revisao

Elayne Costa da Silva!™; Tdlison Taylon Diniz Ferreira'; Amalia Cristina Melo!; Camila
Arguelo Biberg Maribondo'; Denise Fernandes Coutinho!, Flavia Maria Mendonga do

Amaral!

Laboratério de Fitoterapia, Departamento de Farmécia, Universidade Federal do Maranhao,

65085-580, Sao Luis, Maranhdo, Brasil.

*Correspondéncia para o autor: Elayne Costa da Silva, e-mail: costa.elayne @ gmail.com

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) (nome vernacular: mangabeira) é uma espécie de
amplo uso popular terapéutico, com fruto comestivel conhecido como mangaba e produz
latex. Esta pesquisa apresenta uma revisdo dos estudos da espécie, incluindo aspectos da
taxonomia, etnofarmacologia, atividade bioldgica, composi¢do quimica e valor nutricional e
toxicidade através de bases de dados. A espécie tem diversos usos medicinais, com estudos
que comprovam atividade bioldgica como cicatrizante de feridas, anti-inflamatdria, anti-
hipertensiva, dentre outras. Compostos isolados como 4cido clorogénico, L-(+)-bornesitol,
rutina, 4cido quinico, narigenina-7-O-glicosideo e proantocianidinas poliméricas estdao
envolvidos na atividade biolégica. E notério o potencial medicinal da espécie, sendo
necessario prosseguir nos estudos farmacoldgicos e quimicos de desenvolvimento de novos

fitoterapicos.

Palavras-chave: mangaba, quimica, atividade bioldgica, revisao.

INTRODUCAO

O uso da medicina tradicional como alternativa ao tratamento de muitas doengas
tem sido uma pritica comum desde a antiguidade, como o exemplo reconhecido Papaver
somnniferum L. (papoula), descrito ha 4000 anos. No entanto, a busca de compostos bioativos
em plantas medicinais comecou no século XIX, trazendo assim o conceito de primeiro
medicamento com as caracteristicas técnicas que conhecemos hoje. Friedrich Serturner, em
1806, foi o pioneiro quando a morfina havia sido isolada (um alcaloide de papoula);

representando um marco que levou a busca continua de outros medicamentos derivados de
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plantas (Dutra et al., 2016) e, mais recentemente, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
reconheceu a medicina tradicional no setor da satde (Ekor, 2014; Yigezu et al., 2014).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saidde, 80% da populacdo usam plantas
medicinais derivadas. No Brasil, estima-se que mais de 90% da populagdo use uma planta
medicinal, registrando cerca de 305 milhdes de délares por ano para o setor de fitoterapia
(Abifisa, 2007). O alto consumo de plantas como recurso terapéutico certamente tem
influéncia da grande biodiversidade conhecida, com cerca de 20% do ndmero total de
espécies de plantas distribuidas em muitos biomas brasileiros (Giulietti et al., 2005).

As plantas tém metabdlitos com alto valor terapéutico e econdmico; assim, as
espécies vegetais ganharam importancia considerdvel para fins medicinais (Balandrin et al.,
1985; Yildirim et al., 2013).

As espécies vegetais podem ser consideradas fontes primdrias de novos
medicamentos e devem ser uma prioridade de pesquisa. Os dados obtidos a partir de revisoes
bibliogrificas de wuma lista de plantas de interesse e estudos etnobotinicos e
etnofarmacoldgicos oferecem subsidios importantes para a definicdo de critérios de inclusdo e
exclusdo para prosseguir os estudos de validacdo para desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas (Amaral et al., 2006).

Apocynaceae € uma ampla familia de arvores tropicais, arbustos e videiras e em
sua maioria, sdo espécies produtoras de latex branco. Os metabdlitos secundédrios de suas
espécies sao promissores e ricos em atividades biolégicas, como propriedades
cardioprotetoras, hepatoprotetoras, neuroprotetoras, antiinflamatorias, anticancerigenas e
antimalaricas (Chan et al., 2016).

A espécie Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), popularmente conhecida
como mangaba, produz uma fruta comestivel, com producao de latex do pedinculo do fruto e
do troco da arvore, representando uma espécie nativa do cerrado brasileiro (Soares et al.,
2007).

A polpa da mangaba € o principal produto alimentar, consumido in natura ou
como matéria-prima para fabricacdo de produtos, como compotas, sorvetes (congelados),
suco, geleia, molho, vinho e vinagre (Costa et al., 2011); que suscita o interesse dos setores
industrial e comercial (Ganga et al., 2010).

A espécie € citada em vdrios estudos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos que
estimulam a continuidade dos estudos de validacdo (Rodrigues e Carvalho, 2001; Macedo e

Ferreira, 2005; Silva et al., 2010; Penido et al., 2016; Ferrao et al., 2014).
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Os estudos t&m evidenciado atividade antidiabética (Cardoso et al., 2014; Pereira
et al., 2015), antihipertensiva (Silva et al., 2011; Silva et al., 2016), cicatrizante (Geller et al.,
2015), anti-inflamatéria (Marinho et al., 2011; Torres-Régo et al., 2016), antimicrobiano e
antifingico (Costa et al., 2008; Silva et al., 2010), anti-Helicobacter pylori, gastroprotector e
antiulcerogénico (Moraes et al., 2008), entre outros. Além da investigacdo de compostos
bioativos envolvidos na atividade biolégica.

Dado a necessidade de elencar informagdes sobre produtos naturais de interesse
para a pesquisa e sua importancia para a medicina alternativa e/ou complementar como fonte
de novos medicamentos de origem vegetal, este artigo teve como objetivo revisar os estudos
com Hancornia speciosa Gomes, incluindo aspectos de taxonomia, etnofarmacologia,

atividade bioldgica, composi¢do quimica, valor nutricional e toxicidade.
MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em bases de dados (Biological Abstracts, Chemical
Abstracts, Medline, Lilacs, Web of Science, Science Direct, PubMed, Food and Drugs
Administration) e banco de patentes (INPI, USPTO, GOOGLE PATENTES e LATIPAT)
abrangendo periodo de 1945 a 2017; usando como descritores: Hancornia, Hancornia
speciosa e seus sindOnimos botanicos, mangaba e mangabeira. As referéncias obtidas foram
analisadas, abordando aspectos da taxonomia, etnofarmacologia, atividade bioldgica,

composi¢do quimica e valor nutricional, farmacognosia, conservagdo da espécie e toxicidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Taxonomia
Hancornia speciosa tem a taxonomia de acordo com o Sistema de Angiospermas
Filogenéticas Grupo III (Tropicos, 2015).
Reino: Plantae
Classe: Equisetopsida
Subclasse: Magnoliidae
Superordem: Asteranae
Ordem: Gentianales
Familia: Apocynaceae
Género: Hancornia

Espécie: Hancornia speciosa
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H. speciosa Gomes tem sinonimia cientifica: H. speciosa var. cuyabensis Malme,
H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Miill.Arg., H. speciosa fo. glabrata Markgr., H. speciosa
var. lundii A.DC., H. speciosa var. maximilianii A.DC., H. speciosa var. minor Miill.Arg., H.
speciosa var. pubescens (Nees & Mart) Miill.Arg., H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var.
stenophylla Mill.Arg. (Tropicos, 2015; Plants List, 2015) e H. speciosa fo. speciosa
(Tropicos, 2015).

Hancornia speciosa Gomes é o nome atualmente aceito para esta espécie vegetal,
de acordo com o banco de dados Kew (Plants List, 2015) e Missouri Botanic Garden
(Tropicos, 2015).

Como nomes vernaculares sdo mais empregados “mangaba” que significa "algo
de bom para comer" na lingua indigena Tupi-Guarani (Mostacedo and Uslar, 1999; Silva
Janior, 2005), uma referéncia aos frutos que tém alto teor de proteinas e sdo aromaticos,

saborosos e nutritivos e "mangabeira" (Kock et al., 2015).

Distribuicao geografica

H. speciosa é uma espécie nativa do Brasil, com ocorréncia espontanea nas
regides sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo), norte (Amazonas,
Amapd, Par4, Rondonia e Tocantins), nordeste (Alagoas, Bahia Ceard, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), no centro-oeste, (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul e Mato Grosso) e sul (Parand), com possibilidade de ocorréncia no norte
do pais (Acre, Amazonas e Roraima) (Koch et al., 2015).

Seus dominios fitogeograficos ocorrem na Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica e mais precisamente na vegetacdo do Campo Rupestre, Cerrado (lato sensu) e

Amazonia Savana (Koch et al., 2015).

Descricao morfoldgica

A planta é uma arvore perene e semi-decidual de tamanho médio, com altura
variando de 2 a 15 metros (Monachino, 1945; Souza e Lorenzi, 2005), dossel irregular, hastes
torcidas e altamente ramificados com troncos dsperos (Almeida et al., 1998).

Frequentemente, desenvolve-se em solos pobres e arenosos, especificamente na
regido de cerrado e planicies costeiras caracterizadas por baixa matéria organica, alta acidez e
baixa disponibilidade de nutrientes (Soares et al., 2005).

Como outras espécies da familia Apocynaceae, o fruto verde e o tronco da arvore

de H. speciosa produzem latex, conhecido como "leite de mangaba" (Lima, 2010).
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A planta apresenta folhas opostas, simples e pecioladas, com inflorescéncias
variando de 1 a 7 flores brancas (Soares et al., 2005). As flores de H. speciosa, como a
maioria da familia Apocynaceae, t€ém o estilo de cabeca funcionalmente dividido em uma
parte apical estéril, onde o pdlen € depositado, uma por¢do central e também esterilizada, o
que produz uma mucilagem pegajosa e uma porcao receptiva basal. As flores sdo pentameras,
radialmente divididas em cinco canais de néctar pelos cinco filamentos estaminais (Schick,
1982; Darrault e Schlindwein, 2005, Darrault e Schlindwein, 2006). De modo geral, a
floragcdo ocorre de agosto a novembro (Lima, 2010).

Seu fruto tem caracteristica muito varidvel, a forma € elipsoidal ou arredondada
do tipo baga (Aguiar Filho e Bosco, 1998), sdo frageis, exocarpo amarelo ou esverdeado com
manchas avermelhadas, macio, doce, viscoso e carnudo (Vieira Neto, 2002; Silva Junior,
2004, Soares et al., 2005; 2007, Cardoso et al., 2014) e o peso médio do fruto é de 53,9 g
(Cardoso et al., 2014). O diametro da mangaba varia de 2,4 a 6,2 cm e seu comprimento de
2,3 para 6,7 cm (Cardoso et al., 2014). A frutificacdo ocorre no periodo de outubro a abril e
pode variar de acordo com o estado (Lima, 2010).

A polpa € acida e pesa aproximadamente 25 gramas (Silva Junior, 2004). Suas
sementes sdo achatadas e discoides, com uma colorag@o castanho-claro ou bege, com 2 a 15

sementes de 7 a 8 mm. (Lederman et al., 2000; Soares et al., 2005; Cardoso et al., 2014).

Aspectos da anatomia

A casca do caule da mangabeira apresenta lactiferos, como a maioria das espécies
da familia, com uma espessura média de 8 mm (Metcalfe, 1967; Arruda et al., 2016). Nas
andlises histoldgicas, os lactiferos foram mais frequentes na regido interna; o que demonstra a
importancia do corte correto para a coleta de latex, uma vez que deve ser mais profundo para
alcangar a maior quantidade de lactiferos (Arruda et al., 2016).

Os estudos anatdomicos da espécie sdo escassos, concentrando-se no lactiferos da
casca do caule; evidenciando, portanto, a necessidade de estudos em outros 6rgdos para

determinar parametros que ajudem na avaliacdo da identificacao da espécie.

Uso tradicional

A espécie H. speciosa é amplamente utilizada para vérios fins terapéuticos na
pratica popular; predominando estudos etnofarmacoldgicos que evidenciam o uso para
dismenorreia e diabetes (folhas); doencas da pele, diabetes e obesidade (casca do caule);

ulcera, tuberculose e tensoes e luxacdes (latex) (tabela 1).
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Tabela 1. Indica¢des de uso popular terapéutico de Hancornia speciosa Gomes

Farmacégeno Indicacio de uso Referéncia (s)

Folha dismenorreia Almeida et al., 1998; Silva Junior, 2004; Souza e Felfili, 2006
obesidade Almeida et al., 1998; Souza e Felfili, 2006
verruga Almeida et al., 1998; Souza e Felfili, 2006
hipertensdo Ferrdo et al., 2014; Grandi et al., 1982
diabetes Almeida et al., 1998; Grandi et al., 1982; Souza e Felfili, 2006
doengas do trato génito-urindrio Monteles e Pinheiro, 2007
reumatismo e hipertensao Hirschmann e Arias, 1990

Raiz ferida® Hirschmann e Arias, 1990

Casca do caule

Entrecasca

purgante, dermatoses, ictericia, doencas
uterinas, provocar o fluxo menstrual e
adstringente

ferida brava (leishmaniose tegumentar)®
doencas de pele, acne

purgante

estimulante hepdtico, ictericia
obstrucdo do figado

obesidade

dlcera gastrica, doencas estomacais e
processos inflamatdrios

tuberculose

Colica

doencas uterinas

doencgas respiratorias

acdo adstringente

caimbra

luxacdo

hipertensdo

diabetes

cicatrizacdo de feridas

inflamacao

hiperlipidemia

obesidade

Fernandes, 2009

Hirschmann e Arias, 1990

Costa et al., 2008; Da Silva et al., 2010; Fernandes, 2009; Lima, 2010; Rodrigues e Carvalho, 2001
Fernandes, 2009

Lima, 2010; Fernandes, 2009

Fernandes, 2009

Da Silva et al., 2010; Grandi et al., 1982; Rodrigues e Carvalho, 2001; Santos, 2013; Silva et al., 2010;
Almeida et al., 1998; Penido et al., 2016

Agraet al., 2007

Agraet al., 2007

Fernandes, 2009

Agra et al., 2007

Almeida et al., 1998; Silva Junior, 2004
Almeida et al., 1998

Almeida et al., 1998

Almeida et al., 1998; Souza e Felfili, 2006
Da Silva et al., 2010; Macedo e Ferreira, 2004; Rodrigues e Carvalho, 2001
Penido et al., 2016

Penido et al., 2016

Silva et al., 2010

Silva et al., 2010




Tabela 1. Continuagao

28

hipertensdo
luxacdo
Cdlica
Fruto Ulcera
tuberculose
doengas inflamatdrias
Latex do tronco da  diabetes
arvore
estimulante da funcdo hepética
Ulcera

protecdo gastrica
tuberculose

Acne

diarreia

Herpes

Vermes

inflamac@o

tensdo e luxacao

pancada, inflamacdo do dttero, dor de
estdmago, gastrite, veias varicosas, hérnia
(abdominal), tlcera, inflamacao, cicatrizante,
cancer, mioma uterino, inflamacao da pele
doengas fungicas

afeccdes pulmonares

ciimbras

Souza e Felfili, 2006
Souza e Felfili, 2006
Souza e Felfili, 2006
Sampaio, 2008
Sampaio, 2008
Sampaio, 2008
Fernandes, 2009

Potts e Potts, 1994

Agra et al., 2007; Fernandes, 2009; Lima, 2010; Marinho et al., 2011; Sampaio e Nogueira, 2006; Silva
Junior, 2004

Sampaio e Nogueira, 2006;

Agra et al., 2007; Fernandes, 2009; Lima, 2010; Marinho et al., 2011; Sampaio e Nogueira, 2006; Silva
Junior, 2004

Ferreira et al., 2007; Potts e Potts, 1994

Silva Junior, 2004

Fernandes, 2009; Silva Janior, 2004

Fernandes, 2009

Potts e Potts, 1994; Silva Janior, 2004

Fernandes, 2009; Potts e Potts, 1994; Ribeiro et al., 2014; Silva Junior, 2004

Ribeiro et al., 2014

Marinho et al., 2011; Santos et al., 2007
Fernandes, 2009; Vila Verde et al., 2003
Agra et al., 2007; Vila Verde et al., 2003

* A espécie € usada por decocgdo junto com Manihot tripartita Mill. Arg. (quiabinho);
b A espécie € usada por decocgdo junto com Campomanesia rufa Berg. (gabiroba) e Manihot tripartita Miill. Arg. (quiabinho).
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Compostos quimicos e valor nutricional

Estudos de identificacdo de vdrias classes de metabdlitos secunddrios tém sido
desenvolvidos com folhas, cascas, fruto e latex do tronco da arvore (Tabela 2).

Estudos quimicos da folha de H. speciosa indicaram a presenga de terpenoides,
esteroides e taninos (Honda et al., 1990; Branddo et al., 2011) e xantina (Brandéo et al., 2011)
com proantocianidinas na casca (Branddo et al.,, 2011). A triagem quimica do fruto da
mangabeira indica a presenca de fendis (flavonoides, taninos condensados) e alcaloides
(Assumpgao et al., 2014). O extrato etandlico da casca da mangabeira indica a presenca de
metabolitos como flavonoides e taninos (proantocianidinas) e alcaloides (Moraes et al., 2008); na
polpa do fruto indica a presenca de fenois (flavonoides) (Lima et al., 2015); no latex do tronco da
arvore, fenois (Dos Santos Neves et al., 2016).

Foram identificados compostos volateis no fruto da mangabeira, dentre eles aldeidos,
ésteres, dlcoois, cetonas (Sampaio e Nogueira, 2006) e monoterpenos (Sampaio e Nogueira,
2006; Assumpcao et al., 2014).

O fruto da mangabeira € considerado uma excelente fonte de compostos bioativos
porque sdo ricos em compostos fendlicos e representam um importante alimento funcional
(Baildo et al., 2015); € um aliado de saide, sendo um equilibrio para a bio-homeostase (esfera
fisica e mental) e reduz o risco de doengas cronico-degenerativas (Mitsuoka, 2014). Assim, o
fruto da mangabeira representa um alimento promissor para a indudstria nutracéutica e
farmacéutica (Baildo et al., 2015).

Os carotenoides, vitamina C, vitamina E e folatos presentes na polpa de mangaba
foram elucidados (Cardoso et al., 2014), representando componentes importantes envolvidos em
varios processos bioldgicos e contra doengas, como o poder antioxidante, o metabolismo
energético, producdo de coldgeno, bem como agindo na prevencdo de doengas cronicas e
degenerativas, como cancer e doencas cardiovasculares (Picciano et al., 2009). Além disso, € uma
fonte de vitamina C e folato para criangas, adultos e mulheres gravidas e uma fonte de vitamina E
para criangas (Cardoso et al., 2014).

Estudos sobre o valor nutricional de H. speciosa sao exclusivamente do fruto da
mangaba (Silva et al., 2017). Em relacdo as caracteristicas quimicas e ao valor energético total da
polpa da mangaba, apresenta 64,8 + 5,1 kcal-100 g'l, 2,3+0,2 g-100 g'1 de carboidratos, 11,6 +
0,8 g-100 g'1 fibra dietética total, 0,8 + 0,1 g, 100 g'1 de proteina, 1,7 £ 0,1 g-100 g‘1 de lipidio,
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0,6 £0,1, 58 g-100 g-1 de cinzas, 0,6 £ 0,1 g-100 g'l, pH 3,6 +0,1, 0,8 + 1,2 (4cido citrico -100 g

1 de acidez tituldvel e 15,1 + 1,1 ° de sélidos soldveis de Brix (Cardoso et al., 2014).

O fruto apresenta alto valor nutricional porque € rico em vitamina A, B1, B2 e C,

bem como fésforo, cdlcio e proteina (Barros et al., 2006).

Tabela 2. Composicdo quimica de Hancornia speciosa Gomes

Farmacoégeno
Folha

Latex

Compostos quimicos
Acido quinico

Acido procatéquico o-hexose

Acido procatéquico
(+)-Catequina
Acido clorogénico

Acido cafeico
(—)-Epicatequina
Rutina

Procianidina tipo B
Acido quinico 3-o-(e)-p-
coumaroil

Procianidina tipo C
Acido quinico 3-0-(z)-p-
coumaroil

Quercetina 3-0-hexose
Quercetina 3-o0-pentose
Quercetina 3-o-raminose
Florizina

Floretina

Eriodictilol

Luteolina

Apigenina

Kaempferol

Acido trihidroxi-
octadecadienoico

Acido dihidroxi-octadecadienoico
Acido hidroxi-octadecatrienoico
Quercetina
Isoquercetina
Kaempferol-rutina
Catequina-pentose
L-(+)-bornesitol

Per-o-acetil-11-(+)-bornesitol
Myo-inositol

Scyllo-inositol
B-d-galactosideo-myo-inositol
Acido clorogénico
narigenina-7-o-glucosideo

Referéncia (s)
Bastos et al., 2017; Endringer et al., 2009; Pereira et al., 2015;
Santos et al., 2016

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017; Pereira et al., 2015

Bastos et al., 2017; Santos et al., 2016
Bastos et al., 2017; Pereira et al., 2015; Santos et al., 2016

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017; Endringer et al., 2009; Ferreira et al., 2007,
Pereira et al., 2015; Santos et al., 2016

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017
Pereira et al., 2015; Bastos et al., 2017
Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017

Bastos et al., 2017

Santos et al., 2016

Santos et al., 2016

Santos et al., 2016

Endringer et al., 2007; Endringer et al., 2009; Pereira et al.,
2012; Pereira et al., 2015
Endringer et al., 2009
Endringer et al., 2009
Endringer et al., 2009
Endringer et al., 2009

Dos Santos Neves et al., 2016
Dos Santos Neves et al., 2016
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Tabela 2. Composicido quimica de Hancornia speciosa Gomes

Catequina Dos Santos Neves et al., 2016
Proantocianidina Dos Santos Neves et al., 2016

Fruto Acido clorogénico Torrés Rego et al., 2016; Gomes et al., 2013; Lima et al., 2015
Rutina Torrés Rego et al., 2016; Lima et al., 2015; Dutra et al., 2017
Miricetina Dutra et al., 2017
Acido gélico Lima et al., 2015; Gomes et al., 2013;
Catequina Lima et al., 2015
Acido rosmarfnico Lima et al., 2015
Acido protocatéquico Dutra et al., 2017; Gomes et al., 2013
Acido p-coumadrico Dutra et al., 2017; Gomes et al., 2013;
Acido o-coumdrico Lima et al., 2015
Acido salicilico Dutra et al., 2017
Acido siringico Dutra et al., 2017
Acido trans cinAmico Dutra et al., 2017
Acido gentisico Dutra et al., 2017
Acido eldgico Dutra et al., 2017
Quercetina Dutra et al., 2017
Catequina Dutra et al., 2017
Hesperetina Dutra et al., 2017
Kaempferol Dutra et al., 2017
Acido vanilico Lima et al., 2015; Gomes et al., 2013;
Acido fertlico Dutra et al., 2017; Gomes et al., 2013
[-caroteno Cardoso et al., 2014
B-criptoxantina Cardoso et al., 2014
Acido ascérbico Cardoso et al., 2014
o-, B- e y-tocotrienol Cardoso et al., 2014
o-tocoferol Cardoso et al., 2014
5-metiltetra-hidrofolato (5-fthf) Cardoso et al., 2014
5-formiltetra-hidrofolato (5-fthf) Cardoso et al., 2014
tetrahidrofolato (thf) Cardoso et al., 2014

Casca Epicatequina- (4 — 8) — Rodrigues et al., 2007
catequina
Epicatequina- (4 — 6) — Rodrigues et al., 2007
catequina
Epicatequina- (2p — 7; 4p — 8) - Rodrigues et al., 2007
epicatequina

Moraes et al., 2008
Costa et al., 2008; Moraes et al., 2008

(+)—catequina

Acido clorogénico

Estudos farmacolégicos

Estudos descrevem a atividade anti-hipertensiva do extrato etandlico de folhas de H.
speciosa através da inibicdo da enzima conversora da angiotensina (ECA) (Serra et al., 2005)
com efeito vaso-relaxante na aorta (Ferreira et al., 2007a). O estudo in vivo com uma fracdo
padronizada de extrato da folha contendo rutina, bornesitol e dcido quinico apresentou efeito
expressivo, devido ao mecanismo inibidor da ECA com redu¢do da angiotensina Il e aumento da

producdo de 6xido nitrico (NO) (Silva et al., 2011).
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Estudos demonstraram que o extrato etandlico das folhas da mangabeira tem acdo
anti-hipertensiva (Ferreira et al., 2007b; Endringer et al., 2007; Silva et al., 2011), com um estudo
recente corroborando a essa evidéncia mostrando que o extrato etandlico bruto das folhas tem
efeito anti-hipertensivo devido a reducao da resisténcia periférica através da producdo de NO, por
mecanismo que aumenta a produ¢do de peréxido de hidrogénio (H202) nas artérias mesentéricas
de ratos hipertensos (Silva et al., 2016).

Estudos in vitro de fragOes de extrato e extrato etandlico indicam que as folhas de H.
speciosa t€tm um efeito sobre a quimiopreven¢do de cancer (Endringer et al., 2009; Endringer et
al.,, 2010). A presenca de rutina, bornesitol e dcido quinico no extrato etandlico das folhas
evidencia a inibi¢do do fator nuclear kappa B em células estimuladas in vitro (Endringer et al.,
2009).

O extrato etandlico das folhas de H. speciosa e a fracdo de diclorometano
apresentaram potencial atividade antidiabética (Pereira et al., 2015).

Estudos in vivo desenvolvidos com compostos quimicos (rutina, dcido clorogénico e
acido quinico), também presentes na composi¢do quimica de H. speciosa, mostraram que sao
compostos que reduziram os efeitos da obesidade em animais experimentais (Hsu et al., 2009
Panchal et al. 2011), reducdo da resisténcia a insulina, tolerancia a glicose e perda de peso
corporal em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura (Ghadieh et al., 2015). No entanto,
até o momento, ndo foram encontrados estudos anti-obesidade com a espécie (Cercato et al.,
2015) para confirmar seu uso terapéutico popular para esta patologia (Almeida et al., 1998; Souza
et al., 2006; Da Silva et al., 2010).

As folhas de H. speciosa possuem expressiva atividade antimicrobiana contra as
bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas, fungos e cepas hospitalares American Type
Culture Collection (ATCC), gram-positivas e gram-negativas; demonstrando atividade citotéxica
contra células com leucemia mieloide aguda mediada por apoptose; atribuindo aos compostos
fendlicos e aos flavonoides presentes no extrato tais atividades bioldgicas (Santos et al., 2016).

O estudo in vitro para avaliar a atividade cicatrizante através do extrato etandlico das
folhas de H. speciosa e compostos isolados (bornesitol e dacido quinico) demonstrou a
cicatrizagdo de feridas (Geller et al., 2015). O extrato etandlico e a fracdo padronizada de folhas
de H. speciosa aumentaram significativamente a migracao celular e a proliferacdo de fibroblastos

na ferida artificial; atribuindo atividade cicatrizante aos compostos ativos rutina e acido quinico



33

(Pereira et al., 2015). Esta atividade bioldgica pode estar relacionada a inibicao da producdo de
fator pré-inflamatério de necrose tumoral de citocinas (TNF-a), um alvo importante para a
modulacdo do processo inflamatério e cicatrizacdo de feridas (Geller et al., 2015; Das et al.,
2017).

O extrato etandlico da casca de tronco de H. speciosa mostra atividade antibacteriana
e antifingica atribuida a altas concentracdes de taninos (Costa et al., 2008). O extrato
hidroalcodlico da casca da mangabeira também indicou atividade anti-Helicobacter pylori,
gastroprotective e anti-ulcera (Moraes et al., 2008; Safavi et al., 2014), devido a alta concentracao
de proantocianidinas poliméricas (Rodrigues et al., 2007).

O extrato etandlico do caule da espécie H. speciosa mostra uma significativa
atividade contra o virus do herpes tipo 1 (HSV-1) (EC50 <50 mg / mL), virus da encefalomielite
murina (ECMD) (EC50 50-100 pg / mL) e virus vaccinia (VACV) revelando valores EC50 <50
png / mL (Brandao et al., 2011).

A espécie H. speciosa também mostrou atividade antiinflamatdria por inibi¢do de
acido nitrico (HNO3), PGE; e producdo de citocinas no extrato aquoso do latex do tronco da
arvore (Marinho et al., 2011). O 4cido clorogénico e o naringenina-7-O-glicosideo identificado a
partir de latex do tronco da arvore de H. speciosa podem estar ligados aos efeitos da formacgado
ossea (Neves et al., 2016).

Um estudo recente indica o potencial da espécie para avancar os estudos no combate
a doenca de Alzheimer, dada a evidéncia da expressiva atividade antioxidante e a inibi¢do da
acetilcolinesterase do extrato etandlico da casca de H. speciosa em comparacdo com outras cinco
espécies (Penido et al., 2017).

O uso popular difundido no combate a diabetes e perda de peso pode ser atribuido ao
alto teor de fibra presente no fruto da mangabeira com beneficios para a saide humana, melhora
do indice glicémico da dieta, controle glicémico e controle de peso (Kendall et al., 2010; Cardoso
et al., 2014).

Estudo in vivo do fruto indica potencial efeito antimutagénico e representa um
alimento funcional e de grande aplicabilidade para a industria (Lima et al., 2015).

O extrato aquoso do fruto da mangabeira tem potencial atividade antiinflamatéria em

modelos animais, provando que compostos bioativos, como rutina e 4cido clorogénico presente
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no fruto, podem atuar no controle de eventos inflamatérios reafirmando o uso medicinal pela
populacdo (Torres-Régo et al., 2016).

A espécie vegetal tem uma forte atividade antioxidante, com maior énfase no fruto. O
estudo in vivo indica expressiva atividade antioxidante da polpa do fruto de mangaba relacionada
a presenca de polifendis, carotenoides e dcido ascdrbico; enfatizando a necessidade de avangar a
pesquisa para elucidar esta propriedade na perspectiva de possivel emprego na prote¢do contra o
cancer (Lima et al., 2015).

Devido a presenca de antioxidantes naturais, a polpa da mangaba apresenta potencial
antioxidante na elimina¢do de radicais livres (Rufino et al., 2009). Além disso, os altos niveis
destes antioxidantes e folato da polpa do fruto indicam que a espécie tem o potencial de
minimizar o risco de desenvolvimento de varias doencas degenerativas cronicas, como cancer e
doencas cardiovasculares (Picciano et al., 2009; Yang e Suh, 2013; Cardoso et al., 2014).

Um estudo de folhas de H. speciosa tem potencial atividade antioxidante (Santos et
al., 2016) e hé evidéncias relevantes de atividade antioxidante no extrato de casca de H. speciosa
quando comparadas com outras cinco espécies (Penido et al., 2016).

O latex do tronco da arvore obtido de H. speciosa pode ser uma alternativa
importante para a producdo de biomembranas para aplicacio médica, dada a baixa quantidade de
proteinas desta espécie quando comparada a Hevea brasiliensis L. (seringueira), indicando que
mangabeira tem potencial por conter menos componentes alergénicos (Malmonge et al., 2009;
Medeiros et al., 2010).

O extrato aquoso do latex do troco da mangabeira tem atividade antifungica contra
Candida albicans (Silva et al., 2011). Estudos demonstraram que o latex do tronco da arvore da
espécie possui significativa atividade angiogénica sem causar efeitos genotoxicos e citotdxicos
em sistemas vivos (Almeida et al., 2014). Também comprova que o latex do troco da arvore nao
apresenta efeitos citotoxicos e genotdxicos nas células do meristema da raiz Allium cepa L.,
sugerindo que o litex ndo prejudica a saude humana (Ribeiro et al., 2016). O latex do tronco da
arvore da mangabeira apresentou potencial na regeneracdo do tecido 6sseo de coelhos machos
adultos, obtendo maior bioatividade do que o padrao-ouro (TPFE) (Floriano et al., 2016).

As folhas, os ramos, os frutos e o latex da fruta ndo madura foram analisados quanto
a atividade citotoxica in vitro com brometo de tiazolilo azul tetrazolilico em um teste contra

HCT-8 (carcinoma do célon), MDA-MB-435 (melanoma), SF -295 (glioblastoma) e linhas de
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células tumorais humanas HL-60 (leucemia pré-mielocitica) ndo demonstraram efeito

anticancerigeno (Ribeiro et al., 2012).

Estudos de toxicidade

Apesar do amplo uso popular, poucos estudos de toxicidade foram relatados até agora
com H. speciosa, ndo sendo evidenciado toxicidade nos farmacdgenos investigados. Um estudo
com extrato hidroalcodlico da casca da espécie mostra auséncia de toxicidade na administra¢ao
de 5 g/kg durante 14 dias (Moraes et al., 2008). A toxicidade aguda do l4tex do tronco da drvore
de H. speciosa refere auséncia de toxicidade (Marinho et al., 2011) e o extrato aquoso de latex do
tronco da drvore ndo € toxico em concentracdes menores que 0,3 mg/mL. O extrato etandlico
bruto da entrecasca e folha da mangabeira ndo apresentou atividade citotéxica em larvas de
Artemia salina (Lima Neto et al., 2015). A polpa de mangaba nio apresenta efeitos

toxicos/mutagénicos em testes in vivo (Lima et al., 2015).

Patentes

Os depositos de patente predominam nos registros do fruto da mangabeira, como o
Bombom de mangaba (PI 0901564-7) (Lima, 2009); Trufa de mangaba (PI 0901568-0) (Lima,
2009); Bolo de mangaba (PI 09-1555-8) (Lima, 2009); Bala de mangaba (PI 0901720-8) (Lima,
2009); Licor de mangaba tradicional (PI 0901567-1) (Lima, 2009); Mangaba cristalizada (PI
0901562-0) (Lima, 2009); Doce de mangaba mesclado com doce de leite (leite de doces) (PI
0901737-2) (Lima, 2009); Biscoito mangaba (PI 0900776-8) (Lima, 2009); Geleia de mangaba
(PI 0900777-6) (Lima, 2009). Além das patentes intituladas como: Proteina induzida por
angiogénese acelerada, composi¢des que induzem angiogénese acelerada e seus usos (US
20090093404) (Mrue, 2012); O processo de obtencao de um novo bactericida a partir do latex da
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) (BR 102013018181 1) (Soares et al., 2013);
Spidosperma pyrifolium, Hancornia speciosa, Ipomoea asarifolia e Mimosa tenuiflora aplicadas
no tratamento de envenenamento por animais venenosos (BR 1020120269589) (Pedrosa et al.,
2012); Extrato e fracdo padrao de folhas de Hancornia speciosa e sua composi¢do farmacéutica
(PI 0802004-3) (Braga et al., 2008); Método para a produgdo de lipase de Aspergillus niger
utilizando residuos do processamento de polpas de mangaba como substrato (BR 102014013453
0) (Santana et al., 2014); Composicao de latex da mangabeira e sua utilizacdo na regeneracao

ossea (BR 1020120254182) (Novaes et al., 2012).
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Conservacao da espécie

Fatores como o intenso mercado de terras, a producdo de monoculturas, as
construgdes turisticas e a agricultura contribuiram para a reducao das dreas de ocorréncia natural
de mangabeira, apesar de ter uma forte importancia cultural, social e econdmica em suas dreas de
ocorréncia (Mota et al., 2008). Estudo de revisdo mostra como a exploracdo inadequada
combinada a reducdo do habitat natural em populagdes com menos individuos, compromete as
futuras geracdes por mecanismos de regeneracdo natural (Silva et al., 2017). Além disso, as
mudangas climdticas podem afetar a biodiversidade e o funcionamento do ecossistema,
consequentemente das espécies ja ameacadas, como H. speciosa (Nabout et al., 2016).

Estudos direcionados para a diversidade genética e as estruturas das populagdes de
mangabeira remanescentes sao importantes para definir estratégias de preservacao das espécies e
germoplasma (Silva et al., 2017; Amorim et al., 2015; Soares et al., 2016).

Devido a esses fatores, no Brasil existem 03 (trés) bancos de genes para conservagao
e manutenc¢do da espécie. A Companhia de Pesquisa Agricola (IPA) com 125 acessos (Bezerra et
al., 1993), a Empresa de Pesquisa Agricola da Paraiba - EMEPA (Aguiar Filho et al., 1998,
Souza et al., 2007) e as Tabelas Costeiras da Embrapa (AGBMangaba), um repositorio das
espécies que inclui 271 acessos indicados de acordo com a area de amostragem (Costa et al.,

2011; Embrapa, 2013; Silva et al., 2017).

Conclusoes

H. speciosa, espécie nativa de ampla ocorréncia em vdrias regides do Brasil, tem
potencial para avangar em Pesquisa e Desenvolvimento no processo de obtencao de novas opgoes
terapéuticas, tendo em vista o amplo e diversificado uso terapéutico popular; com eficécia
terapéutica comprovada como antioxidante, antiinflamatério, antimutagénico, antimicrobiano,
cicatrizante, anti-hipertensivo, gastroprotetor entre outros; o que pode ser atribuido a presencga de
compostos fendlicos evidenciados em varios estudos.

O fruto de H. speciosa apresenta potencial nutricional, representando uma opgao
alimentar sauddvel e funcional, contribuindo para a preven¢ao de doengas cronico-degenerativas
por meio de acdo antioxidante comprovada.

Assim, a espécie apresenta potencial de investimento tecnoldgico na édrea de
medicamentos e produtos alimentares, como ja evidenciado por vérios depdsitos de patentes, o

que deve estimular a continuacdo dos estudos de validacdo com énfase nos estudos botanicos
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para defini¢do de parametros de autenticidade da espécie, estudos de toxicidade e elucidacdao dos

mecanismos de agao.
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3.2 Artigo 11

Estudo de padronizacio de extratos de Hancornia speciosa Gomes como alternativa

terapéutica para obesidade
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Resumo: Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), nome vernacular: mangaba, representa
espécie de grande ocorréncia em diversas regides do Brasil, especialmente no estado do
Maranhao, sendo empregada na pratica popular no combate a obesidade. Visando contribui¢dao
efetiva para a validacdo da espécie, este trabalho objetiva realizar estudo de padronizacdo dos
seus extratos. As folhas da espécie foram coletadas em habitat natural no municipio de Morros,
estado do Maranhdo nos meses de setembro a novembro de 2016; em seguida foram secas,
moidas e submetidas a extragdo por diferentes procedimentos (maceracdo, maceragdo com
ultrassom, percolacdo e em aparelho de Soxhlet) em solvente hidroalcodlico a 70%, com
hidromédulos de 1:10 e 1:15, seguida de andlises fisico-quimicas, avaliagdo qualitativa, semi-
quantitativa e quantitativa dos constituintes quimicos e avaliagdo da atividade antioxidante. A
extragdo em Soxhlet na relacdo de hidromddulo de 1:10 obteve o melhor rendimento; o teor de
polifendis mais expressivo (264,56 + 8,67 mg EAG/g) foi evidenciado na percolagdo
(hidromédulo 1:10); enquanto teor de flavonoides mais alto (64,02 + 1,42 mg EQ/g) foi
constatado na extracdo em Soxhlet (hidromédulo 1:10). A cromatografia em camada delgada
revelou presenca de rutina (Rf 0,5) em todos os extratos, substdncia também confirmada na
cromatografia liquida de alta eficiéncia e identificada por espectros de massa, sugerindo
marcador analitico para extratos padronizados da espécie. A atividade antioxidante nos extratos
de maceracdo com ultrassom foi mais expressiva, relacionado ao potencial dos compostos
fendlicos. Compostos quimicos acido clorogénico, dcido quinico e rutina constatadas em todos os
extratos em estudo sdo considerados antioxidantes naturais e agem no combate aos radicais
livres; portanto, sugere-se que a espécie seja uma aliada no combate de doengas cronicas nao

transmissiveis, especialmente a obesidade e suas comorbidades. Diante desses resultados, pode-se
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inferir que a varidvel relacdo de hidromédulo 1:10 foi a mais efetiva e o procedimento extrativo
em aparelho Soxhlet foi mais seletiva na padronizacdo da espécie; evidenciando que
procedimento extrativo e hidromdédulo interferem na obtencdo dos extrativos das folhas de

mangaba.

Palavras-chave: mangaba, obesidade, rutina, antioxidante, padronizacao.

INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca cronica ndo transmissivel (DCNT) de etiologia complexa
e multifatorial, resultante da ingestdo excessiva de calorias e gasto reduzido de energia; sofrendo
influéncia da interacido de fatores genéticos, emocionais, ambientais, fisioldgicos e do estilo de
vida e pode estar associada a complicagdes metabdlicas como elevacdo da pressdo arterial, niveis
de colesterol e triglicerideos e resisténcia a insulina (OMS, 2000; Penney e Kirk, 2015; Abeso,
2016); ocasionando elevacdo da morbimortalidade (Abeso, 2016) e a diminuic¢do tanto da saude
relacionada com qualidade de vida (Kunkel et al., 2009; Tavares et al., 2010; Chagas; Neves,
2015), quanto a expectativa de vida (Di Angelantonio et al., 2016; Abeso, 2016).

Dados da Organizacdo Mundial da Satide comprovam que a prevaléncia mundial de
obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016, constatando mais de 1,9 milhdes de adultos (> 18
anos) com excesso de peso em 2016; com 39% dos homens apresentando sobrepeso, sendo que
11% eram obesos; enquanto nas mulheres, 40% apresentavam sobrepeso e 15% eram
consideradas obesas (OMS, 2017). Esse mesmo estudo estima que 41 milhdes de criangas (< 5
anos) tenham excesso de peso ou obesidade; 340 milhdes de criangas e adolescentes (5 a 19 anos)
tinham sobrepeso ou obesidade; alertando que a obesidade infantil estd associada a maior chance
de obesidade, morte prematura e incapacidade na vida adulta (OMS, 2017).

No Brasil, a prevaléncia de desnutricio em adultos e criancas apresenta reducdo
importante, enquanto a obesidade tem elevado ao longo do tempo. De acordo com estudo da
Vigilancia de Fatores de Riscos e Protecdo para Doencas Cronicas no Inquérito Telefonico
(VIGITEL), a prevaléncia da obesidade no pais passou de 11,8%, em 2006, para 18,9%, em
2016 (Mendonga, 2010; Brasil, 2017).

Pesquisa realizada pelo VIGITEL, em Sao Luis, capital do estado do Maranhao,

Brasil, evidencia que 15,6% dos adultos (>18 anos) tem obesidade, sendo mais frequente nas
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mulheres; enquanto 47,59% tem excesso de peso, sendo mais frequente no sexo masculino
(Brasil, 2017).

Considerada como enfermidade de etiologia multifatorial, o tratamento da obesidade
¢ complexo, multidisciplinar e apresenta altos indices de insucesso, em grande parte por
estratégias equivocadas e pelo uso insuficiente dos recursos terapéuticos. O tratamento
farmacol6gico da obesidade ¢ um adjuvante das terapias dirigidas com foco na mudanca dos
habitos de vida relacionados; devendo priorizar orientagdes nutricionais para diminuir consumo
de calorias e aumento do gasto caldrico com exercicio fisico (Abeso, 2016).

No Brasil, atualmente, hd 04 (quatro) medicamentos aprovados para tratamento da
obesidade: sibutramina, orlistate, liraglutida 3 mg (Abeso, 2016) e lorcasserina (Brasil, 2016)
Além destes, existem 04 (quatro) medicamentos como uso off-label (quando existe evidéncia de
potencial beneficio para o tratamento da doenca e a terapia padrao for inadequada), avaliado
através de consulta publica em 2008 pelo Conselho Regional de Medicina do estado de Sao
Paulo, por auséncia de op¢do de tratamento para a doenca ou faixa etdria, assim como as
restricdes ao comércio dado ao maior risco que beneficio de tais drogas; sdo estes: topiramato,
associacdo de bupropiona e naltrexona e dimesilato de lisdexanfetamina (Cremesp 55.838/08;
Abeso, 2016).

Os riscos associados (efeitos colaterais e adversos) ao uso drogas sintéticas para o
tratamento da obesidade representa uma preocupacdo para a saide publica, mas também, um
obstdculo para o desenvolvimento de novos medicamentos. Efeitos colaterais durante o
tratamento com a sibutramina sdo comuns como a elevacdo da pressdo arterial e frequéncia
cardiaca, sendo considerado um tratamento seguro apenas para pacientes sem doenga
cardiovascular estabelecida. Os medicamentos aprovados no Brasil para o tratamento da
obesidade tém eficdcia comprovada, porém devem ser avaliados seus riscos para o real beneficio
do tratamento farmacolégico do paciente (Abeso, 2016).

As doengas cronicas ndo transmissiveis como cancer, doencas cardiacas, Alzheimer,
aterosclerose, obesidade e até o envelhecimento precoce tém sido associadas ao desequilibrio na
producdo de radicais livres e antioxidantes (Arts; Hollman, 2005; Franca et al., 2013). A
peroxidacao lipidica € uma reacdo mediada por radicais livres em que a degradacdo de dcidos
graxos ocorre nas membranas celulares, reduzindo assim a sua flacidez (Duthie et al., 2000). O

estresse oxidativo mediado pela peroxidacdo lipidica no plasma estd presente na obesidade,
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devendo ser alvo de estudos (Franga et al., 2013). Os antioxidantes presentes nos alimentos ricos
em compostos fendlicos e carotenoides inibem a peroxidagdo lipidica (Tiwari, 2004; Park, et al.,
2003). Pesquisas demonstram o potencial de produtos naturais no combate a obesidade,
especialmente espécies vegetais (Santos et al., 2010; Mohamed et al., 2014).

Nesse cendrio de elevadas taxas de prevaléncia da obesidade e sobrepeso em todas as
faixas etdrias e comorbidades associadas, com evidéncias das restricdes na comercializa¢do dos
produtos sintéticos e seus efeitos adversos e colaterais, além dos padrdes atuais de beleza
socialmente estabelecidos focados na ditadura da magreza, tem sido constatada a oferta de
diversas alternativas para o tratamento, com destaque a produtos ditos naturais comercializados
como “medicamentos fitoterdpicos”, a maioria desses sem evidéncias consistentes de seguranca
e eficdcia (Silveira et al., 2008; Manenti, 2010; Apovian et al., 2015).

Esse amplo uso de plantas para fins medicinais na sociedade contemporanea é, ainda,
estimulado pelo dificil acesso da populacdo aos servigos de saidde e crenca a atribui¢do empirica
de propriedades terapéuticas milagrosas a tais produtos, principalmente para as espécies de uso
popular; situagdo essa que deve incentivar os estudos de validacdo dessas espécies vegetais
(Brito et al., 2016).

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), nome vernacular: mangaba, representa
espécie de grande ocorréncia em diversas regides do Brasil, especialmente no estado do
Maranhao, apresentando fruto comestivel com alto teor protéico, aromdtico, saboroso e nutritivo
(Parente et al., 1985); com estudos etnofarmacolégicos indicando emprego popular das folhas no
combate a perda de peso (Da Silva et al., 2010; Cercato et al., 2015).

Assim, estimulados pelas referéncias de estudos etnofarmacoldgicos do uso das
folhas de mangaba no tratamento da perda de peso e, ainda, reconhecendo a problematica da
obesidade e/ou sobrepeso na sociedade contempordnea, com necessidade de novas opg¢des
terapéuticas; esse trabalho se propde a contribuir nos estudos de validacio de Hancornia
speciosa, com a realizacdo do estudo de padronizagdo dos seus extratos, visando contribui¢ao

efetiva na obten¢do de novas alternativas terapéuticas para a obesidade.
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MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacao botanica

As folhas de Hancornia speciosa foram obtidas por coleta manual em habitat natural, no
municipio de Morros (latitude: -02° 51' 52" S e longitude -44° 02' 22' O), estado do Maranhdo,
Brasil; nos meses de setembro a novembro de 2016. A identificacdo botanica foi realizada no
Herbaério de Biologia da Universidade Federal do Maranhdo (MAR) sob niimero 9.749.

Obtencao dos extratos

A amostra vegetal foi submetida a secagem em estufa com circulacio de ar, em
temperatura limite média de 38°C; seguida de trituracdo em moinho de facas, obtendo pé
moderadamente grosso (710 um - 250 pm) (Farmacopeia Brasileira, 2010).

O material seco e moido foi submetido a procedimentos extrativos a frio (maceracao,
maceracao com ultrassom e percola¢cdo) e quente (extracdo por Soxhlet), com etanol a 70%, por
periodo médio de 15 (quinze) dias para maceragdo, 03 (trés) ciclos de 30 minutos com intervalo
de 10 minutos para maceragdo com ultrassom, 03 (trés) dias para percolacdo e para aparelho
Soxhlet obteve-se 02 (duas) sifonagens completas a temperatura constante 65°C. Nesta etapa do
estudo foram definidas como varidvel dos hidromddulos, as relacdes de droga/solvente de 1:10 e
1:15 (Barros Neto, 1995; Noriega et al., 2005; Matos, 2009; Simdes et al., 2016). Os extratos
obtidos foram codificados em: M 1:10 (maceragdo em hidromddulo 1:10), M 1:15 (maceragdo
em hidromodulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em hidromddulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em
hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo 1:10), MU 1:15
(macerag@o com ultrassom em hidromdédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromddulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo 1:15).

Parte das solucdes extrativas foi reservada para andlises quimicas e fisico-quimicas
diretas, sendo o restante submetido a concentracdo sob pressdo reduzida em rotaevaporador.
Todos os extratos obtidos foram submetidos a determinacdo do rendimento (Farmacopeia

Brasileira, 2010; Chaves; Costa, 2012).

Ensaio de densidade relativa
Com auxilio de picnometro foi obtido o valor de densidade relativa, a partir de
aliquota de 5 mL de cada extrato de Hancornia speciosa, em separado, previamente calibrado

com agua destilada e extrato em andlise, a temperatura ambiente de 27°C (densidade da dgua a



54

27°C =0,99651). O valor da densidade relativa foi calculado para cada extrato, sendo o quociente
entre a massa do extrato e a massa de igual volume da 4gua, ambas a 27°C (Farmacopeia
Brasileira, 2010). As andlises de cada um dos extratos foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram expressos em média + desvio padrao (X = SD) ou média + erro padriao (X +
SEM) e avaliados empregando andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguidos do teste de

Tukey, onde os valores de p<0,05 foram considerados significantes.

Ensaio de viscosidade

Foi utilizado viscosimetro de Brookfield (Quimis®), acoplado a spindle 1 na
velocidade de rotagdo 40 rpm em temperatura especifica de cada extrato de Hancornia speciosa
(Farmacopeia Brasileira, 2010). Os resultados foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo (X + SD) ou média + erro padrdo (X = SEM) e avaliados
empregando andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguidos do teste de Tukey, onde os

valores de p<0,05 foram considerados significantes.

Determinacao do potencial hidrogenionico (pH)

Foi determinado pelo método potenciométrico em peagametro (Phtec®) com auxilio
de um medidor digital, com calibragdo do potencidmetro em solugdo tampao (pH 4,0 e 7,0), a
partir de amostras de 10 mL de cada extrato (Farmacopeia Brasileira, 2010). Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdao (X + SD) ou média + erro padrao (X = SEM) e avaliados
empregando andlise de varidncia (ANOVA) one-way, seguidos do teste de Tukey, onde os

valores de p<0,05 foram considerados significantes.

Screening quimico
Os extratos hidroalcoodlicos das folhas de Hancornia speciosa obtidos por diferentes
procedimentos extrativos e relacdes de hidromddulos foram submetidos a métodos de avaliacao

qualitativos e semi-quantitativos dos constituintes quimicos (Matos, 2009).

Determinacao do teor de polifendis totais

As concentracOes de polifendis totais foram obtidas utilizando 100 pL da solugdo dos
extratos hidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa (2 mg/mL), 100 uL do reagente Folin-
Ciocalteau (Merck®) e 1,0 mL da solugdo de carbonato de sédio a 20%, por duas horas em

temperatura ambiente ao abrigo da luz. Concentrac¢des de 4cido gélico (Merck®) foram utilizadas
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como padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin
Elmer®) a 760 nm e resultados expressos em equivalente 4cido gilico (EAG) (Woisky e
Salatino, 1995; Mensor et al., 2001). Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados
foram expressos em média = desvio padrao (X = SD) ou média + erro padrio (X £ SEM) e
avaliados empregando andlise de variancia (ANOVA) one-way, seguidos do teste de Tukey, onde

os valores de p<0,05 foram considerados significantes.

Determinacio do teor de flavonoides

As concentragdes de flavonoides totais foram obtidas com 500 pL da soluc¢do de cada
extrato de Hancornia speciosa (2 mg/mL) e 500 puL de solu¢do metandlica de cloreto de aluminio
a 5%, por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Concentracdes conhecidas de
quercetina (Merck®) foram utilizadas como padrao. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e os resultados expressos em
equivalente quercetina (EQ) (Woisky e Salatino, 1995; Mensor et al., 2001; Molyneux, 2004).
Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos em média + desvio
padrdo (X £ SD) ou média =+ erro padrdo (X + SEM) e avaliados empregando andlise de variancia
(ANOVA) one-way, seguidos do teste de Tukey, onde os valores de p<0,05 foram considerados

significantes.

Cromatografia em camada delgada

Aliquotas de 10 pL da solu¢do metandlica de cada extrato de Hancornia speciosa
(3 mg/mL) foram aplicadas em placas de silica gel F2s4, sendo utilizado como eluente: acetato de
etila P.A./dgua/ dcido férmico P.A./acido acético glacial (100:27:11:11), segundo Braz et al.
(2012), com modifica¢des. As amostras foram analisadas sob luz UV3es5 e/ou utilizando revelador
de vapor de iodo. A andlise qualitativa e quantitativa foi fundamentada no valor de indice de
retencdo (Rf), na coloracdo e intensidade relativa (int. rel.) entre os extratos (Wagner; Bladt,

1996; Collins et al., 1997; Farmacopeia Brasileira, 2010).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a detector de Ultra-Violeta (CLAE-UV-
Vis)

Foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Surveyor Plus/Finnigan®)
acoplado a detector de Ultra-Violeta (CLAE-UV-Vis). Coluna analitica Hypersil BDS C-18 de

fase reversa (250 x 4,60 mm, 5 um, ThermoElectron) protegida por uma pré-coluna C-18 (4 x 3
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mm, 5 um, Gemini, Phenomenex) foi utilizada. Os compostos cada extrato de Hancorniaspeciosa
foram separados em temperatura ambiente usando um gradiente de eluicio com um fluxo de 0,6
mL/min. As fases méveis consistiram de dgua Milli-Q contendo dgua 4cida (A) e metanol (B). O
gradiente linear aplicado foi: 0-2 min, 75% de A e 25% de B; 2-10 min, 60% de A e 40% de B;
10-20 min, 50% de A e 50% de B; 20-30 min, 40% de A e 60% de B; 30-40 min, 30% de A e
70% de B; 40-50 min, 20% de A e 80% de B. O volume de injecao no sistema de CLAE foi de 25
uL e a detecgdo no UV-Vis foi realizada a 254nm. Antes da injecdo no sistema de CLAE, cada
amostra foi dissolvida no mesmo solvente utilizado na extracdo para se obter uma concentragao
final de cerca de 1 mg/mL e, em seguida, filtrada através de um filtro de nylon de 0,22 pum,

seringa obtida a partir de Allcrom (Sao Paulo, SP, Brasil) (Gongalves, 2016).

Espectrometria de massa com ionizacdo por 'electrospray' acoplado ao cromatégrafo
liquido (LC-ESI-IT-MS)

As andlises dos extratos MU 1:10 e S 1:10 foram realizadas usando o espectrometro
de massa (MS) acoplado a um sistema de cromatografia liquida (LC) (CBM-20A, Shimadzu®)
equipado com uma coluna Phenomenex® Luna C18 (tamanho de particula de Spym pm, 250 x
4,6 mm ID), bomba LC-20AD (Shimadzu®), forno CTO-20A (Shimadzu®), autoinjetor SIL
20AC (Shimadzu®) e um detector SPD-20A (Shimadzu®) e o forno a temperatura ambiente. As
fases moveis foram: dgua e 4cido férmico a 0,1% (solvente A) e metanol (solvente B),
utilizando gradiente a um fluxo de 0,6 ml/min: 0,01 min, 25% B, 75% A; 2 min, 25% B, 75% A,
10 min, 40% B, 60% A; 20min, 50% B, 50% A; 40min, 60% B, 40% A; 50 min, 70% B, 30% A;
60min, 100% B. O volume de inje¢do foi de 2 pL. O espectrometro de massa Amazon Speed
ETD (Bruker®) foi equipado com uma fonte de ionizacdo ESI (ionizacdo electrospray) modo
negativo (-) (tensao de pulverizacdo negativa de 4,5 kV e temperatura capilar de 300 °C) por
injecdo indireta e analisador fon trap (IT). O nitrogénio foi usado tanto como géds de secagem
quanto gas nebulizador a uma taxa de fluxo de 12 L/min. Os espectros de massa de ions
negativos foram adquiridos na faixa m/z 100-2000 Da. Os cromatogramas foram registrados a
281 e 254 nm. A identificacdo foi realizada por meio de bases de dados (MassBank) e dados ja

publicados na literatura.

Avaliacio da atividade antioxidante
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Os extratos hidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa foram submetidos ao
método fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estiavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), segundo Brand-Willians et al. (1995) com modificagdes. As amostras foram diluidas em
metanol P.A com diferentes concentragdes (5, 25, 50 e 100 pg/mL), em seguida adicionados a
solucao metanolica de DPPH (40 pg/mL). Ap6s 30 min de reacdo em temperatura ambiente ao
abrigo da luz, a absorbancia de cada solu¢do foi medida em espectrofotdmetro UV-VIS (Spectra
Max Plus 384®) a 517nm. O padrao de 4cido gdlico foi usado como controle positivo nas
mesmas condi¢des das amostras. A porcentagem de descoloracdo do radical DPPH foi obtida
com a equacgdo: Atividade antioxidante (%) = [(ApppH — Aamostra)/ ApppH] X 100. Onde Apppu € a
absorbancia do DPPH (controle negativo) € Aamosta € @ absorbancia do radical na presenca dos
extratos ou dos padrdes (Diamond, 1978; Keister, 1983; Decarli, 2001). Todos os testes foram
realizados em triplicata. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos como média +
desvio padrdo, com eficiéncia anti-radical estabelecida utilizando andlise de regressdo linear no
intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Os resultados foram representados pelo valor da CEsg
(concentragdo efetiva 50%) e avaliados empregando andlise de variancia (ANOVA) one-way,
seguidos do teste de Tukey, onde os valores de p<0,05 foram considerados significantes.Os dados

foram analisados pelo Programa GraphPadPrism versao 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora com referéncias do uso popular na perda de peso, at¢é o0 momento, poucos
estudos foram desenvolvidos com as folhas de Hancornia speciosa; o que deve estimular os
estudos de validagdo, com énfase aos estudos de padronizacdo dos seus extratos, j4 que esses
representam as preparacdoes mais frequentemente empregadas nas formulagdes fitoterdpicas,
envolvendo vérias etapas operacionais com diversas varidveis, que podem alterar a estabilidade
dos constituintes quimicos e, consequentemente, a atividade terapéutica desejada (Couto, 2012;
Sonaglio et al., 2016).

Nesse estudo de padronizac¢do dos extratos das folhas de Hancornia speciosa, obtidos
por diferentes procedimentos extrativos (maceragdo, maceracdo com ultrassom, percolacdo e
extracdo por Soxhlet) e relacdes de hidromédulo (1:10 e 1:15) foi avaliada a influéncia dessas
varidveis por ensaio sensorial (cor), rendimento, quimicos e fisico-quimicos.

O melhor rendimento extrativo foi obtido no extrato S 1:10 (15,38%) (figura 1).

Resultado esse que corrobora com a literatura que enfatiza como vantagens da extracdo em
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aparelho de Soxhlet em relagdo a rentabilidade do procedimento, possibilitando uma extracdo
altamente eficiente, empregando uma quantidade reduzida de solvente, em compara¢do com as
quantidades necessdrias nos outros processos extrativos (Prista et al., 1996; Simdes et al., 2016).

Estudo desenvolvido por Oliveira et al. (2016) descreve que a extragdo em aparelho
Soxhlet tem melhor rendimento quando comparado a ultrassom, turbdlise, maceragao, decocgao e
infusdo, porém este resultado ndo estd diretamente relacionado com o aumento nos teores de
bioativos totais e atividade antioxidante.

Na anélise de rendimento e relagdo de hidromddulo, a relagdo 1:10 (propor¢do droga:
solvente) foi mais eficiente nos procedimentos extrativos empregados. Desse modo, a extracao
empregando menor quantidade de solvente (aparelho em Soxhlet) em comparacdo a outros
métodos empregados neste estudo possibilitou maior teor de substiancias quimicas; comprovado
pela densidade, teor de flavonoides, CLAE-UV-Vis e espectrometria de massa. O método
extrativo influencia diretamente no rendimento dos extratos, assim como o solvente empregado
influencia no seu contetido final (Oliveira et al., 2016).

Devemos enfatizar que a extracdo deve ser fundamentada na garantia da eficiéncia,
estabilidade dos constituintes quimicos extraidos, tempo e custo operacional (Simdes et al.,
2016). Assim, o parametro de avaliacio de rendimento dos extrativos na defini¢do dos
procedimentos operacionais padronizados para obten¢do de um extrato vegetal deve ser definido
e valorizado, visando maior capacidade extrativa no minimo tempo e minima quantidade de

solvente, porém nao pode ser tinico pardmetro de decisdao (Fonséca, 2005).
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Figura 1. Rendimento (%) dos extratos hidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa Gomes.

"M 1:10 (maceragdo em hidromédulo 1:10), M 1:15 (maceragdo em hidromédulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em
hidromddulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo
1:10), MU 1:15 (macera¢do com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo 1:15); as barras e colunas verticais indicam as médias + desvio
padrdo. *** indica diferencga significante em relagdo a S 1:10 (p<0,05), analise de varidncia ANOVA one-way,
seguido de teste Tukey.

Os extratos hidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa (cor: marrom) (tabela
1) apresentaram expressiva variacdo da cor em funcdo do procedimento extrativo e/ou
hidromddulo, sendo constatada coloragdo mais intensa nos extratos obtidos por percolacdo e
menos intensa o extrato obtido por extragdo a Soxhlet. Como todos os extratos foram analisados
no mesmo tempo, a constatacio de modificacdo de cor entre as amostras analisadas estd
relacionada a concentracdo de extrativos € ndo a possiveis alteracdes decorrentes de
processamento, reacdes enzimaticas e/ou tempo.

Coloragdo mais expressiva em extratos obtidos por percolagdo € compativel a

extracdo de substancias mais coradas (Prista et al., 1996; Simdes et al., 2016).
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Tabela 1. Intensidade de cor dos extratoshidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa Gomes obtidos por
planejamento fatorial

Extrato /Relacdo de Hidromédulo ? / Intensidade de cor”

M1:10 P1:10 S1:10 MU 1:10 M 1:15 P1:15 S1:15 MU 1:15

++ +++ + ++ ++ +++ + ++

"M 1:10 (maceragdo em hidromddulo 1:10), M 1:15 (maceragdo em hidromddulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em
hidromédulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (macerag¢do com ultrassom em hidromédulo
1:10), MU 1:15 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo 1:15).° Critérios adotados para expressar intensidade de cor: +
fraca, ++ moderada e +++ forte.

A andlise da densidade relativa dos extratos das folhas de Hancornia speciosa
variaram de 0,9048 a 0,9211 g/mL, em MU 1:15 e S 1:10, respectivamente (tabela 2). Prista et al.
(1990) consideram normal a densidade de tinturas o intervalo de 0,87 a 0,98 g/ml, corroborando
com o encontrado neste estudo.

A viscosidade dos extratos das folhas de Hancornia speciosa apresentou variagdo de
74,7509 a 74,9930 mPa.s, na extracdo em Soxhlet 1:10 e maceracdo com ultrassom 1:15,
respectivamente; demonstra extratos de baixa viscosidade (tabela 2). Os resultados apresentam
diferenca significante entre M1:10, M1:15, P1:10 e MU1:15.

A viscosidade vem do atrito interno entre suas moléculas, através da colisdo entre
elas. A literatura enfatiza que ao elevar a temperatura, menor a viscosidade por menor forga
intermolecular (Farmacopeia Brasileira, 2010); corroborando com os resultados encontrados
nesse estudo.

A anélise de pH € considerada um pardmetro importante na padronizagdo de extratos
e estabilidade de formulagdes farmacéuticas (Lubi, et al. 2003; Camelo, 2010). O pH dos extratos
das folhas de Hancornia speciosa demonstra extratos essencialmente dcidos, com diferenca
estatistica; mostrando que o método extrativo e hidromdédulo influenciam na eficiéncia da
extracdo de substancias dcidas ou basicas dos extratos (tabela 2). A presenca de compostos dcidos

como polifendis, j4 referidos nos estudos de Bastos et al. (2017), justifica seu carater acido.
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Tabela 2. Densidade relativa, viscosidade e potencial hidrogenidnico (pH) dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Hancornia speciosa Gomes obtidos por planejamento fatorial

Densidade relativa

Extrato/ hidromodulo* (g/mL) Viscosidade (mPa.s) (pH)©

M 1:10 0,9165 = 0,0012% 74,9700£0,05 a 25,7°C 5,33+ 0,25
P 1:10 0,9169 £ 0,0005* 74,9333+0,11 a 25,6°C 5,34+ 0,09

MU 1:10 0,9084 + 0,0006* 74,7859+0,006 a 25,4°CP 5,03+£0,2
S 1:10 0,9211 £0,0012 74,7509+0,002 a 25,3°C" 5,53+0,1
M 1:15 0,9056 +0,0011* 74,9633+0,06 a 25,8°C 5,4%£0,2
P1:15 0,9052 + 0,0008* 74,8036+0,012 a 25,5°C 5,5£0,17

MU 1:15 0,9048 + 0,0005% 74,993040,01 a 25,3°C 4,96+ 0,15
S1:15 0,9163 = 0,0015% 74,7560+0,002 a 25,2°C 5,4+0,17

* M 1:10 (maceragdo em hidromdédulo 1:10), M 1:15 (macera¢do em hidromédulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em
hidromddulo 1:10), P 1:15 (percolagcdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo
1:10), MU 1:15 (macera¢do com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo 1:15). Os resultados indicam as médias + desvio padrao. *
indica diferenca significante em relagdo a S 1:10 (p<0,05), analise de variancia ANOVA one-way, seguido de teste
Tukey; ®indica diferenga significante em relagdo a S 1:10 (p<0,05), analise de variancia ANOVA one-way, seguido
de teste Tukey; ¢ indica diferenca significante em relagdo a MU 1:15 (p<0,05), andlise de variancia ANOVA one-
way, seguido de teste Tukey; as letras indicam diferengas significantes; padrdo: solvente hidroalcodlico a 70%
(densidade: 0,867 a 20° epH 7,0).

Os resultados da prospeccdo quimica nos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Hancornia speciosa, através de testes qualitativos, demonstram resultados positivos para fendis,
cumarinas, saponinas, taninos condensados, esteroides, flavononois, flavononas e catequinas;
sendo comprovado resultados negativos para alcaloides, taninos hidrolisdveis, triterpenos,
antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonois e xantonas
(tabela 2).

Na avaliacdo da eficdcia do procedimento extrativo e relacdo de hidromddulo desses
extratos constatamos que compostos taninos condensados, esteroides, flavononois, catequinas e
flavononas sofrem influéncia dessas varidveis em relacdo a avaliacdo semi-quantitativa (tabela 3).

Estudo de Lima Neto et al. (2015) realizado com folhas de Hancornia speciosa
coletadas na regidao do Rio Manso, municipio da Chapada dos Guimardes, Mato Grosso, também
constatou resultados positivos para fendis (flavonoides e taninos), alcaloides e saponinas.Vale
enfatizar que a composi¢do quimica de espécies vegetais pode variar em fun¢do de diversos

fatores, destacando o local de origem do material vegetal (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).
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Tabela 3. Avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos nos extratos hidroalcodlicos das
folhas de Hancornia speciosa Gomes

Metabdlitos Extrato /Relacio de hidromédulo*
secundarios?® M 1:10 P1:10 MU1::10 S1:10 M1:15 P1:15 MUI1:15 S 1:15
alcaloides - - - - - - - -
compostos
o +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
fendlicos
cumarinas + + + + + + + +
saponinas + + + + + + + +
taninos
condensados + + + ++ + + ++ ++
taninos
hidrolis4veis ) ) ) ) ) - } -
esteroides ++ ++ + + ++ ++ + +
triterpenos - - - - - - - -
antocianinas,
antocianidinas ) ) ) - ) } - -
flavonas, flavondis
e xantonas ) ) ) ) ) - l }
chalconas - - - - - - - -
Flavonondis ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ ++
Catequinas S + + + + + + +
Flavononas ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ ++

*M 1:10 (maceracdo em hidromddulo 1:10), M 1:15 (macera¢do em hidromédulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em
hidromddulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (macerag@o com ultrassom em hidromddulo
1:10), MU 1:15 (macera¢do com ultrassom em hidromddulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet 1:15); * Critérios adotados para expressar intensidade de resultados: +++ reacdo
fortemente positiva; ++ reacdo moderadamente positiva; + reacdo fraca; - negativo; s-inconclusivo. Resultados
expressos como média dos ensaios de avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa de constituintes quimicos e realizados
em triplicata nos extratos hidroalcodlicos.

Os fitoquimicos podem ter importantes contribui¢des em atividades biologicas (Sun
et al., 2016); compostos quimicos oriundos do metabolismo secundério de plantas tem a¢do no
controle da obesidade. Os fitoquimicos dietéticos podem ser utilizados como agentes anti-
obesidade, pois agem de quatro diferentes formas na reducdo da massa do tecido adiposo, como
na supressdao do crescimento do tecido adiposo, inibi¢do da diferenciagdo dos pré-adipdcitos,
estimula a lipdlise e induz a apoptose de adipdcitos. Os fitoquimicos alimentares anti-obesidade
sdo os polifendis, alcaloides, terpenoides, organossulfurados e fitoesteroides (Mohamed et al.,
2014).

Os compostos fendlicos de plantas englobam as classes dos fendis simples, acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, assim como taninos hidrolisaveis e condensados,
lignanas e ligninas (Stalikas, 2007). O teor de polifendis e flavonoides dos extratos das folhas de

Hancornia speciosa sao apresentados na tabela 4.


http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/condensed-tannins
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Tabela 4. Teor de polifendis e flavonoidesdos extratos hidroalcodlicos das folhas de Hancornia speciosa Gomes

Ext?;:oﬁiﬂigl}s: de Polifenéis totais (mgEAG/g) Flavonoides totais (mgEQ/g)
M 1:10 247,26 +25,60 53,8 +0,23"
P 1:10 264,56 + 8,67 51,78 £3,0°
MU 1:10 262,52 + 18,77 47,87 +4,85°
S 1:10 251,16 +4,73 64,02 + 1,42
M 1:15 257,26 + 10,60 52,92 £2,18°
P1:15 232,00 +3,49 48,94 +5,14°
MU 1:15 227,66 + 16,6 49,32 £4,07°
S 1:15 195,01 +11,59* 62,24 +2.94

*M 1:10 (maceracdo em hidromédulo 1:10), M 1:15 (maceragdo em hidromédulo 1:15), P 1:10 (percolagdo em
hidromddulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo
1:10), MU 1:15 (macera¢do com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet 1:15); equivalentes de 4cido gilico (EAG); equivalentes de quercetina (EQ);
3indica diferengas significativas em relagdo a P 1:10 (polifendis totais) (p<0,05), ANOVA one-way seguido de
Tukey; ® indica diferengas significativas em relagdo a S 1:10 (flavonoides) (p<0,05), ANOVA one-way seguido de
Tukey; as letras indicam diferencas significantes.

Teor mais expressivo para fendis foi constatado no extrato P 1:10 (264,56 + 8,67 mg
EAG/g). Em relagdo ao teor de flavonoides o extrato S 1:10 apresentou melhor resultado (64,02 +
1,42 mg EQ/g).

Estudo de Santos et al. (2016) com extrato das folhas de Hancornia speciosa revelou
teor de fenois de 179 + 2,9 mg EAG/g, e para flavonoides teor de 29 + 1,1 mg EQ/g extrato; logo,
valores inferiores ao nosso estudo. Essa diferenca nos extrativos pode ser justificada pela
qualidade da matéria prima vegetal que sofre influéncia de sazonalidade, indice pluviométrico,
ritmo circadiano, temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, polui¢do atmosférica e acdo de patégenos (Gobbo-Neto; Lopes, 2007); sofrendo ainda,
alteracdes em funcao da metodologia empregada.

Os compostos fenodlicos estdo envolvidos em atividades biolégicas importantes;
dentre elas, efeitos benéficos contra a obesidade. Os polifendis (flavonoides e estilbenos) sdo
utilizados no desenvolvimento de produtos naturais que atuam no controle da perda de peso (Sun
et al., 2016), assim como flavondis, flavonas e flavan-3-ols (catequinas) (Rains et al., 2011).

Os resultados da cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos das folhas de
Hancornia speciosa estdo descritos na figura 3; sendo constatada coloragdo amarelo queimado
forte com R¢= 0,5, semelhante ao padrdo rutina, em todos os cromatogramas; permitindo, assim,
a sugestdo de rutina como marcador analitico para a espécie.

Nos estudos de padronizagdo de espécies vegetais, principalmente as de uso medicinal, é

essencial a definicdo de marcadores, visando a avaliagdo dos parametros de qualidade do material
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vegetal (autenticidade, integridade e pureza); como parametros de qualidade da coleta, pds-coleta

e a avaliacdo de produtos intermedidrios e acabados (Ahmad et al., 2010).

Figura 2. Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada dos extratos hidroalcodlicos das folhas de
Hancornia speciosa

*M 1:10 (maceracao em hidromoédulo 1:10), M 1:15 (macera¢do em hidromédulo 1:15), P 1:10 (percolacdo em
hidromédulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo
1:10), MU 1:15 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo
1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet 1:15). R¢da rutina= 0,5; padrdo: rutina.

O perfil quimico obtido através de CLAE pode fornecer indicativos para defini¢do de
marcadores responsdveis pelo controle de qualidade de espécies vegetais; possibilitando
determinar a autenticidade de plantas medicinais com base que amostras vegetais com
cromatogramas similares, t€ém propriedades similares (Ding et al., 2011; Fan et al., 2000).

Os resultados da CLAE-UV-Vis dos extratos das folhas de Hancornia speciosa estdo
descritos nas figuras 4 a 7; sendo constatado que o perfil cromatografico € semelhante entre todas
as amostras do estudo, sugerindo a presenga do bioativo rutina.

Na avalia¢do quantitativa podemos inferir que todos os extratos com hidromédulo 1:15
tem maiores concentragdes de rutina, exceto na extracdo em Soxhlet, que o hidromédulo 1:10 foi
mais eficaz. A extracdo em aparelho Soxhlet é um método a quente de escolha para maior
extracdo de rutina, visto que a temperatura possibilita o aumento da solubilidade de qualquer

substancia, especialmente de flavonoides (Costa, 2002; Falkenberg et al., 2016). O CLAE é um
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método de escolha e de maior sensibilidade quando comparado a CCD neste estudo. Entretanto, é

necessdria complementagdo por métodos quantitativos de anélise.
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Figura 3. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de Hancornia speciosa analisadas por CLAE-UV-Vis no
comprimento de onda 254 nm. A: M 1:10 (maceracdo em hidromédulo 1:10); B: M 1:15 (maceragdo em

hidromédulo 1:15)
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Figura 4. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de Hancornia speciosa analisadas por CLAE-UV-Vis no
comprimento de onda 254 nm. A: P 1:10 (percolagdo em hidromédulo 1:10); B: P 1:15 (percolagido em hidromédulo

1:15)
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Figura 5. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de Hancornia speciosa analisadas por CLAE-UV-Vis no
comprimento de onda 254 nm. A: MU 1:10 (maceragdo com ultrassom em hidromédulo 1:10); B: MU 1:15

(maceragéo com ultrassom em hidromédulo 1:15)
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Figura 6. Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos de Hancornia speciosa analisadas por CLAE-UV-Vis no
comprimento de onda 254 nm. A: S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromédulo 1:10); B: S 1:15 (aparelho em

Soxhlet em hidromédulo 1:15)
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Estudo de Pereira (2012), em extrato etandlico obtidos por percolacdo das folhas de
Hancornia speciosa coletadas no Banco de Germoplasma Ativo de Mangaba (BAG-Mangaba), em
Jodo Pessoa, evidencia rutina como um dos constituintes majoritarios.

Em estudo desenvolvido por Pereira et al. (2015), em extratos obtidos por percolagao
das folhas de Hancornia speciosa coletadas no Banco de Germoplasma Ativo de Mangaba (BAG-
Mangaba), em Jodo Pessoa, foi demonstrado a presenca de substancias como bornesitol, dcido
quinico, rutina e dcido clorogénico; constituintes estes relacionados a sua atividade antidiabética.

Esses resultados, em conjunto aos do nosso estudo, permitem sugerir rutina como
marcador quimico para a espécie.

Para identificacdo de compostos quimicos presentes nas folhas de Hancornia
speciosa foram escolhidos os dois melhores métodos extrativos e hidromédulo baseados no
rendimento, doseamento de polifendis totais, flavonoides, cromatografia liquida de alta eficiéncia
e atividade antioxidante (MU 1:10 e S 1:10). O perfil de compostos fendlicos identificados por
espectrometria de massa com ionizacdo electrospray (ESI) no modo negativo dos extratos
hidroalcodlicos de Hancornia speciosa S 1:10 e MU 1:10 estdo descritos na tabela 5; o
cromatograma de caracterizacdo de compostos fenolicos dos extratos S 1:10 e MU 1:10 estd
descrito na figura 8.

No extrato hidroalcodlico S 1:10, o pico 1, eluido a 5,0 min, foi identificado com
base no fon [M-H] m/z 341, no qual a literatura atribui a essa massa o acido cafeico 3-glicosideo,
sendo o fon fragmento m/z 179 o 4cido cafeico (Jiménez-Aspee et al., 2015); o composto é
relatado pela primeira vez em Hancornia speciosa e foi extraido apenas por aparelho em Soxhlet.

O fon [M-H] m/z 191 em S 1:10 e MU 1:10 corresponde ao acido quinico ja
identificado por Bastos et al. (2017). O ion [M-H] m/z 353 em S 1:10 e MU 1:10 corresponde ao
acido clorogénico ja identificado na espécie (Bastos et al., 2017; Santos et al., 2016), sendo
constituido por uma unidade de dcido quinico esterificado com o dcido cafeico (Martucci et al.,
2014). A rutina € caracterizada pelo fon [M-H]" m/z 609 em S 1:10 e MU 1:10; o flavonoide é
referido varios estudos nas folhas da espécie (Endringer et al., 2009; Ferreira et al., 2007; Pereira
et al., 2015; Santos et al., 2016; Bastos et al., 2017).

O fon [M-H] m/z 593 em S 1:10 e MU 1:10 corresponde ao Kaempferol-3-
glicosideo-7-raminosideo, sendo um composto j4 descrito na literatura por Santos et al. (2016); o

seu fon fragmento m/z 285 € atribuido a perda de um residuo rutinosideo. No tempo de retencao
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40,7 minutos o fon [M-H] m/z 739 em S 1:10 e MU 1:10 corresponde ao kaempferol 3-O-(4",6"-
O-di-p-coumaril)-glicosideo (Kaffarnik et al., 2005).

O fon [M-H] m/z 755 em S 1:10 e MU 1:10 corresponde a quercetina 3-rutinosideo-
7-raminosideo com fragmentacdo similar no estudo desenvolvido por Karar et al. (2016), sendo
identificado no extrato das folhas de Ziziphus spina-christi.

Estudos descrevem que os 4cidos fendlicos (dcido quinico e dcido clorogénico) e o
flavonoide rutina, presente também na composicdo quimica das folhas dos extratos
hidroalcodlicos de Hancornia speciosa, tém acdo anti-obesidade (Hsu et al., 2009; Cho et al.,
2010; Lim et al., 2013).

Estudos in vivo desenvolvidos com compostos quimicos (rutina, 4cido clorogénico e
acido quinico) mostraram que sdo compostos que reduz os efeitos da obesidade em animais
experimentais (Hsu et al., 2009; Panchal et al. 2011), redu¢do da resisténcia a insulina, tolerancia
a glicose e perda de peso corporal em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura (Ghadieh
et al., 2015). Entretanto, é necessario dar continuidade nos estudos com o extrato bruto da espécie

para comprovar seu efeito na perda de peso.
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Tabela 5. Perfil de compostos fendlicos identificados por espectrometria de massa com ionizagdo electrospray (ESI) acoplado ao cromatégrafo liquido no modo
negativo dos extratos hidroalcodlicos de Hancornia speciosa Gomes

Extrato / Nimero Tempo de Formula
Relacao de . P . [M-H] (m/z) MS" (m/z) Composto quimico
. p do pico retencio (min) molecular
hidromédulo*
1 5,0 Ci5H 1309 341 281; 179 Acido cafeico 3- glicosideo
2 5,3 C7H 1206 191 - Acido quinico
3 14,7 Ci6H1809 353 191 Acido clorogénico
4 26,2 C27H30016 609 343; 301; 255; 179 Rutina
S1:10 5 30,7 C27H30015 593 3277 285 Kaempferoli-:;-g}lCOSldeO—7-
raminosideo
6 342 Cs:HioOn0 755 609: 301 Quercetina '3—rut/1n051deo-7—
raminosideo
7 40,7 Ca9H3,015 739 593; 453; 395; 328; 285 Kaempferol 3-0-(4".6"-0-di-p
coumaril)-glicosideo
2 53 C7H 1206 191 -  Acido quinico
3 14,6 Ci16H 1809 353 191 Acido clorogénico
4 26,2 C27H3()016 609 301; 179 Rutina
hoc. Kaempferol-3-glicosideo-7-
MU 1:10 5 30,7 C27H30015 593 327, 285; 229 raminosideo
6 34.1 Cs:HioOn0 755 609: 301 Quercetina .3—rut/1nos1deo—7—
raminosideo
K ferol 3-0-(4",6"-0O-di-
7 40,7 C3oH3015 739 593; 453; 327; 285 aempferol 3-0-( P

coumaril)-glicosideo

*MU 1:10 (macerag@o com ultrassom em hidromédulo 1:10) e S 1:10 (aparelho Soxhlet em hidromddulo 1:10).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H18O9&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C27H30O16&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H18O9&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C27H30O16&sort=mw&sort_dir=asc
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Figura 7. Cromatograma de caracteriza¢do em 281 nm obtido por espectrometria de massa com ionizagao electrospray (ESI) acoplado ao cromatdégrafo liquido no
modo negativo de compostos fendlicos dos extratos S 1:10 e MU 1:10 das folhas de Hancornia speciosa. Compostos identificados: pico 1- 4cido cafeico 3-
glicosideo, pico 2- 4cido quinico, pico 3— 4cido clorogénico, pico 4- rutina, pico 5- kaempferol-3-glicosideo-7-raminosideo, pico 6- quercetina 3-rutinosideo-7-
raminosideo e pico 7- kaempferol 3-O-(4",6"-O-di-p coumaril)-glicosideo. A: S 1:10 (aparelho em Soxhlet em hidromdédulo 1:10); B: MU 1:10 (maceragdo com
ultrassom em hidromédulo 1:10).
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Na atividade antioxidante por radical livre DPPH dos extratos das folhas de
Hancornia speciosa (tabela 5) constatamos que os extratos MU 1:10 (2,36 = 1,11 pg/mL) e
MU 1:15 (6,24 = 1,19 ug/mL) apresentaram resultados mais expressivos; o que pode ser
justificado pela relagdo direta de altas concentracdes de polifendis e flavonoides

anteriormente referidas nesse estudo.

Tabela 5. Atividade antioxidante expressa em valor de CEso dos extratos hidroalcodlicos das folhas de

Hancornia speciosa Gomes

Extrato / hidromédulo* DPPH - CEso (ug/mL)
M 1:10 7,86 £1,39°
P 1:10 12,63+0,98°
MU 1:10 2,36+1,11
S 1:10 13,07+1,20%
M 1:15 9,10+1,33*
P 1:15 15,37+0,64*
MU 1:15 6,24+1,19°
S 1:15 16,33+0,42°

*M 1:10 (macerag¢do em hidromddulo 1:10), M 1:15 (maceracdo em hidromddulo 1:15), P 1:10 (percolacdo em
hidromédulo 1:10), P 1:15 (percolagdo em hidromédulo 1:15), MU 1:10 (maceracdo com ultrassom em
hidromédulo 1:10), MU 1:15 (maceracdo com ultrassom em hidromédulo 1:15), S 1:10 (aparelho em Soxhlet em
hidromédulo 1:10) e S 1:15 (aparelho em Soxhlet 1:15); *indica diferencas significativas em relacdo a MU 1:10
(DDPH) (p<0,05), ANOVA one-way seguido de Tukey; DPPH - 4cido gélico (padrdo): 1,50 £ 0,03 ug/mL; as
letras indicam diferencas significantes

Estudo de Santos et al. (2016) com extrato das folhas de Hancornia speciosa
obtidos por maceracdo 1:10 em etanol a 96%, coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul,
constatou atividade antioxidante de ICso de 9,4 + 0,8 ug/mL. Comparando ao nosso estudo,
pode-se inferir que estes resultados mais expressivos podem estar relacionados ao solvente
hidroalcodlico empregado na extragdo e/ou origem do material vegetal; j4 que a maior
proporcao de dgua no liquido extrator confere polaridade mais alta que o etanol a 96%, com
maior extracao de polifenois e, portanto, maior poder antioxidante (Oliveira et al., 2016).

Score de Melo et al. (2010) classifica espécies vegetais de acordo com ICso pelo
radical DPPH na avaliagdo da atividade antioxidante do extrato bruto, onde: I- boa atividade
(ICs0 <65 ng, valor em meédia até trés vezes maior do que o controle positivo), II- atividade
média (65 pg <ICso <152 pg, valor em média entre 3-7 vezes maior do que o controle
positivo), III- baixa atividade (ICso> 152 pg, valor em média sete vezes maior do que o
controle positivo).

De acordo como score de Melo et al. (2010), os extratos de Hancornia speciosa
em estudo apresentaram boa atividade antioxidante. Extratos que apresentam potente

atividade antioxidante podem ser empregados no combate ao estresse oxidativo (Diazet al.,

2012); atuando como agentes redutores, doador de hidrogénio, extintor de oxigénio singleto e,
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também, quelantes de fons metdlicos, evitando a formacdo de radicais catalisados por metal
(Galleano et al., 2010; Ghasemzadeh e Ghasemzadeh, 2011).

Devido a presenca de antioxidantes naturais, a polpa da mangaba apresenta
potencial antioxidante na eliminagao de radicais livres (Rufino et al., 2009). Além disso, os
altos niveis destes antioxidantes e folato da polpa do fruto indicam que a espécie tem o
potencial de minimizar o risco de desenvolvimento de vérias doencas degenerativas cronicas,
como cancer e doencgas cardiovasculares (Picciano et al., 2009; Yang e Suh, 2013; Cardoso et
al., 2014), podendo ter acdo no controle da perda de peso, obesidade e suas comorbidades.
Desse modo, € necessdrio prosseguir nos estudos quimicos e biolégicos para comprovar tal
efeito farmacoldgico.

O estresse oxidativo causado pelo desequilibrio entre a producdo de antioxidantes,
os sistemas antioxidantes e espécies reativas de oxigénio (ROS), estdo possivelmente
associadas a doencas multifatoriais (Laguerre et al., 2007), como o cancer, doencas
cardiovasculares e inflamatoérias (Sachidanandame et al., 2005).

A peroxidacdo lipidica presente na obesidade existe por pelo menos 03 (trés)
mecanismos conhecidos como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a lesdo
celular progressiva e cumulativa devido a pressdo pela grande massa corporal e através de
uma dieta hiperlip€mica altere o metabolismo do oxigénio (Franca et al., 2013). Trabalhando
no combate ao estresse oxidativo através de antioxidantes naturais pode-se trazer resultados
promissores no combate a obesidade.

Assim, a expressiva atividade antioxidante dos extratos das folhas de Hancornia
speciosa, especialmente pelos compostos bioativos dcido clorogénico, dcido quinico e rutina,
permite sugerir que a espécie seja um forte aliado ao combate a alta producdo de radicais

livres associados a obesidade e suas comorbidades.

CONCLUSAO

Com base nos parametros de andlise empregados para esse estudo de
padronizacao, podemos constatar que o extrato S 1:10 apresentou resultado mais expressivo e
que a relacdo de hidromdédulo 1:10 foi mais eficaz; comprovando que procedimento extrativo
e relacdo de hidromddulo influenciam na obtencdo dos extratos da espécie em estudo.

Os resultados evidenciados nesse estudo permitem, ainda, sugerirmos rutina como
marcador analitico, a ser utilizado no controle de qualidade da espécie.

Antioxidantes naturais (dcido quinico, dcido clorogénico e rutina) presentes no

extrato hidroalcodlico de Hancornia speciosa podem estar relacionados a acdo anti-
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obesidade; é necessdrio prosseguir nos estudos de validacdo da espécie com énfase na

elucidacdo dessa atividade bioldgica.
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04 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse estudo permitem concluirmos:

v' A espécie Hancornia speciosa tem potencial para avancar em Pesquisa e
Desenvolvimento, na perspectiva real de obter novas opgdes terapéuticas, tendo em vista o
amplo e diversificado uso terapéutico popular; com eficicia terapéutica comprovada como
antioxidante, antiinflamatdrio, antimutagénico, antimicrobiano, curativo, anti-hipertensivo,
gastroprotetor entre outros; o que pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos
evidenciados em vdrios estudos.

v' O fruto de Hancornia speciosa apresenta potencial nutricional, representando
uma opg¢ao alimentar sauddvel e funcional, contribuindo para a prevencdo de doengas cronico-
degenerativas por meio de acdo antioxidante comprovada.

v A espécie apresenta potencial de investimento tecnolégico na drea de
medicamentos e produtos alimentares, como ja evidenciado por varios depdsitos de patente, o
que deve estimular a continuagd@o dos estudos de validacdo; com €nfase nos estudos botanicos
para definir parametros de autenticidade da espécie, estudos de toxicidade e elucidacdo dos
mecanismos de agao.

v Com base nos pardmetros de andlise empregados para esse estudo de
padronizacdo, podemos constatar que o extrato S 1:10 apresentou resultados mais
expressivos, comprovando que procedimento extrativo e relacdo de hidromddulo influenciam
na obtencao dos extratos da espécie em estudo.

v" Os resultados evidenciados nesse estudo permitem, ainda, sugerirmos rutina
como marcado analitico, a ser utilizado no controle de qualidade da espécie.

v/ Antioxidantes naturais presentes no extrato hidroalcodlicos das folhas de
Hancornia speciosa podem ter acdo antiobesidade, sendo necessdrio prosseguir nos estudos

de valida¢do da espécie com €nfase na elucidacio dessa atividade bioldgica.
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Introduction
Authors should read the editorial policy and publication ethics before submitting their
manuscripts. Authors should also use the appropriate reporting guidelines in preparing their

manuscripts.

Research Ethics
Studies involving human subjects should be conducted according to the World Medical
Association (WMA) Declaration of Helsinki - Ethical Principles for Medical Research

Involving Human Subijects.

Studies involving non human animals should follow appropriate ethical guidelines such as
the Animal Welfare Act, The Animals (Scientific Procedures) Act (Amendment) Order

1993, The EU parliament directive on the protection of animals used for scientific

purposes, ARRP policies and guidelines, etc.
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Reporting guideline
Responsible reporting of research studies, which includes a complete, transparent, accurate
and timely account of what was done and what was found during a research study, is an

integral part of good research and publication practice and not an optional extra.

See additional guidelines for reporting of health research.

Preparing your manuscript
The type of article should determine the manuscript structure. However, the general structure
for articles should follow the IMRAD structure.

Title
The title phrase should be brief.

List authors’ full names (first-name, middle-name, and last-name).

Affiliations of authors (department and institution).

Emails and phone numbers

Abstract
The abstract should be less than 300 words. Abstract may be presented -either

in unstructured or structured format. The keywords should be less than 10.

Abbreviations

Abbreviation should be used only for non standard and very long terms.

The Introduction
The statement of the problem should be stated in the introduction in a clear and concise

manner.
Materials and methods
Materials and methods should be clearly presented to allow the reproduction of the

experiments.

Results and discussion
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Results and discussion maybe combined into a single section. Results and discussion may also

be presented separately if necessary.
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Authors should disclose all financial/relevant interest that may have influenced the study.
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Tables should be kept to a minimum.

Tables should have a short descriptive title.

The unit of measurement used in a table should be stated.

Tables should be numbered consecutively.

Tables should be organized in Microsoft Word or Excel spreadsheet.
Figures/Graphics should be prepared in GIF, TIFF, JPEG or PowerPoint.

Tables and Figures should be appropriately cited in the manuscript.
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ANEXO II- INSTRUCOES AOS AUTORES DA REVISTA BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA

Instructions for Authors

1. Introduction

The Revista Brasileira de Farmacognosia-Brazilian Journal of Pharmacognosy is a
periodical dedicated to the publication of original scientific work, reviews and
communications in the field of Pharmacognosy (the study of crude drug sand substances
derived from natural source sused as medicines).

2. Types of articles

The Brazilian Journal of Pharmacognosy accepts for publication original scientific work,
reviews and communication articles written only in English.

. Original papers: Original papers are research articles describing original
experimental results. The manuscript should be arranged in the following order:
Graphical abstract, Title, Abstract, Keywords, Introduction, Material and Methods,
Results, Discussion, Acknowledgements, Authorship, References, Figures with Legends,
Tables, Structural Formulae and Supplemental files (if applicable). Results and
Discussion sections may appearasa combined ‘Results and Discussion’section. The
normall ength of the main texto fan Original Paper (excluding references, tables, figures
and figure legends) is approximately 3,000 words. Longer manuscripts may be accepted
only in exceptional and well justifiedcases.

. Short communications: This section will cover mainly the isolation of known
compounds from new neotropical sources, or complementaryresults of on-going work.
The text should be arranged as follows: Graphical abstract, Title, Abstract of 200 words,
Keywords, Introductory Remarks, Material and Methods with brief experimental details
without subheadings, Results and Discussion as one body of text without headlines,
Acknowledgements, Authorship, References (up to 20 citations) and Figures and/or
Tables (upto3). The text should no texceed 2,000 words.

. Reviews: Authors are invited to submit a review article that provides concise and
critical updates on a subject, and with around 100 references. The main purpose of
reviews is to provide a concise, accurate introduction to the subject matter and inform the
reader critically of the latest developments inthe field. They should be concise and
include details of the search strategy used, such as time frame, search terms, used
databases.A review should be an article that produces knowledge and not just a kind of
surveyoftheexistingliterature. Thereviewmustbearesponsetoaninitial question. Reviews of
a particular herbal drug will be considered if they contain the newest issue and a
perspective on futuredirections.

Authors are strongly recommended to prepare a manuscript using a A4- sized paper,
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double-spaced, with Times New Roman size-12 font, fully justified, with margins of 2
cm.

3. Submission checklist

You can use this list to carry out afinal check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for
moredetails.

Ensure the following:

i One author has been designated as the corresponding author with
contactdetails: Institutional e-mail address; full postal address.

ii. All authors, with their respective email addresses, should be entered into the
system.

iii. All necessary files have been uploaded: Graphical abstract, Manuscript;

Include keywords; All figures with Legends; All tables (including titles, description,
footnotes); and Supplemental files (if applicable).

iv. All figure and table citation sinthe text match the files provided;

v. Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked;

Vi. All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and
viceversa;

vii. Permission has been obtained for use of copyrighted material from other
sources (including the Internet);

viii. Relevant declarations of interest have beenmade;

ix. Journal policies detailed in this guide have beenreviewed.

2. Before you begin

1. Ethics in publishing
Please see our information page on Ethical guidelines for journal publication.

2. Human and animal rights

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World
Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans;
Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals. Authors should
include as tatement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always
be observed.

All articles involving studies with humans or animals should have the approvaland
authorization of the Ethics Committee eson Research on Human Beings or on Animals of
the institution to which the author(s) belong.



