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O latex de mangabeira possui valor terapéutico e é empregado na medicina popular para o
tratamento de inimeras enfermidades. Além do uso popular, pesquisas tém mostrado que o latex de
mangabeira possui alto potencial angiogénico, e auséncia citogenotoxicidade em diferentes modelos
bioldgicos. O objetivo desse trabalho foi fracionar o latex de mangabeira, e identificar o perfil protéico
e a presenca de metabdlitos secundérios da fragdo do latex que apresenta a maior atividade
angiogénica. Apos o fracionamento foram obtidos duas fragcbes, a fracao borracha a fragdo soro com
0 seu precipitado, a qual foi chamada de F1. O perfil protéico foi obtido apds a submisséo da fracédo
F1 a eletroforese em gel de poliacrilamida, onde foram visualizadas 8 bandas com peso molecular
variando de aproximadamente 16.5 a 140 KDa. Os resultados da prospecgao fitoquimica da fragcao F1
identificou no latex de mangabeira a presenca de taninos e flavondides Esses compostos possuem
potencial farmacologico, uma vez que apresentam atividades antioxidante, antimicrobiana e
angiogénica.
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Introducao

Milhares de espécies vegetais possuem valor terapéutico e sao
frequentemente empregadas na medicina popular (GUARIN-NETO, 1997). Um
produto vegetal comumente empregado para o tratamento de inameras
enfermidades € o latex de algumas plantas. Estimativas indicam que existem de 12 a
35 mil espécies lactiferas com seu potencial farmacolégico praticamente
desconhecido (KONNO et al., 2004). Dentre elas esta o latex de mangabeira
(Hancornia speciosa), planta nativa do Cerrado e pouco explorada comercialmente.
Uma das interessantes propriedades do latex da mangabeira é sua baixa carga de
proteinas (MALMONGE et al., 2009) e seu alto potencial angiogénico (ALMEIDA et
al., 2014). Além da angiogénese, trabalhos mostram que o latex de mangabeira
possui alta biocampatibilidade e auséncia de citogenotoxicidade em células vegetais
(RIBEIRO et al., 2015) e animais (ALMEIDA et al., 2015; FLORIANO et al., 2016)
Diante da potencialidade do latex de mangabeira como novo biomaterial para
aplicacOes terapéuticas é interessante identificar os compostos presentes na fracao

Pesgussae Extensdo, Culturae
Pos Graduagao - Assuntos Estudantis

PR | . PRP PRE [
profReltoriade “Pro-Reitoria de Prd-Reitoria de Universidade
Graduacao

ESTADO INOVADOR




IVCon‘rassodé

Ensino, uisat
e E)densaeg‘q da UEG

com atividade angiogénica. Pensando nisso, foi realizado nesse trabalho uma
eletroforese em gel de poliacrilamida para a identificacdo do perfil protéico da fracdo

F1 e a prospeccao fitoquimica para identificacdo dos metabdlitos secundarios.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras do latex de H. sepeciosa em arvores da colecdo de
mangabeiras da Universidade Estadual de Goias, no municipio de Ipameri, Goias. O
latex foi coletado em tubos falcon por gotejamento durante o sangramento das
arvores. Ao final da coleta, foram adicionados 100 pL de agua destilada para cada
20 mL de latex, para evitar a coagulacdo do latex. A seguir, o material foi
acondicionado a temperatura de 8°C até o fracionamento. A separacdo das fases
realizou-se em duas centrifugacdes de alta velocidade em centrifuga refrigerada da
marca Thermo Scientific modelo Heraeus Megafuge 16R. Cada centrifugacéo teve a
duracédo de 1 h, a 22.000 g e 4 °C, segundo metodologia adaptada de Honorato
(2005). Apds esse processo o latex apresentou duas fracdes: a primeira de menor
densidade, a qual é predominantemente composta por particulas de borracha
(isopreno); e a fracdo aquosa composta pelo soro e a fracdo de fundo ou precipitado
(chamada de F1). As fases foram retiradas dos eppendorfs e isoladas com o auxilio
de micropipetas e seringas com agulha.

A caracterizacdo protéica foi realizada por meio da precipitacdo das proteinas
com o &cido tricloroacético (15%). O precipitado foi dissolvido em tampdo de
amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M),
fervidos por 15 minutos e aplicados em gel.O gel de 12% de SDS-poliacrilamida com
1mm de espessura foi confeccionado e submetido a uma corrente de 40mA, com
voltagem constante em um sistema de mini-gel. Apds a corrida, o gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue.

Também foi realizada a prospeccdo fitoquimica para identificacdo das
principais classes de metabdlitos secundarios presentes na fracao F1 do latex de H.
speciosa. A metodologia utilizada foi a de Matos (1989) e Costa (2001). Para a
realizacdo de todas as analises fitoquimicas, foi utilizada a fragdo F1 dissolvida em
etanol P.A (1:1).

A primeira triagem realizada buscou por compostos fendlicos na amostra.

Para isso, usou-se quatro reacdes de identificacdo: reagcdo com gelatina (quatro
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gotas de gelatina a 2,5% em 2 mL de oo), reacao com alcaléide (qatro gts d |
sulfato de quinina a 1% em 2 mL de soro), rea¢cdo com sais metalicos (duas gotas de
cloreto férrico a 10% em 2 mL de soro) e reacdo com hidroxidos alcalinos (cinco
gotas de hidroxido de sédio a 20% em 2 mL de soro). Em todas as reacdes
observou-se se houve a ocorréncia de precipitado e/ou mudanca de coloragéo.

A pesquisa por flavondides foi feita, primeiramente, por meio da reagdo com
hidroxidos alcalinos, na qual foram colocados 400 pL de hidroxido de sodio a 20%
em 1 mL de soro. Em seguida, realizou-se a reacdo com acido sulfarico, onde foi
evaporado até semi-secura 1 mL de soro, em capsula de porcelana. Posteriormente,
adicionou-se 300 pL de &cido sulfurico a 10% e observou-se sob luz ultravioleta (UV)
o surgimento de fluorescéncia. A seguir, foi feita a reacdo oxalo-bérica, na qual foram
evaporados em capsula de porcelana 1 mL de soro. Foi adicionado ao residuo semi-
seco 1 mL de &cido bérico a 3% e 400 pL de acido oxalico. Apds secura da amostra,
foi misturado ao residuo seco 7 mL de éter etilico, o qual foi observado sob luz UV.
Depois, foi realizada a reacdo com cloreto de aluminio, onde se colocou em um
béquer 1 mL de soro, o qual foi aquecido e concentrado até metade do volume e
colocado, posteriormente, em papel de filtro juntamente com 2 mL de cloreto de
aluminio a 5%. A presenca de fluorescéncia foi observada em luz UV. Realizou-se
também a reacéo de cianidina ou reacdo de Shinoda misturando 1 mL de soro a 400
uL de acido cloridrico (10%) e a 1cm de fita de magnésio. Por ultimo, foi feita a
reagdo com cloreto férrico adicionando-se duas gotas de cloreto férrico a 4,5% em 1
mL de soro. As cores resultantes nas duas Ultimas reacfes descritas foram

anotadas.

~ Resultados eDiscussd®o

Foram obtidas duas fracBes de latex de mangabeira ap6s o fracionamento por
centrifugacédo com alta rotacdo. A fracdo borracha, rica em poliisopropeno e a fracdo
aguosa com seu precipitado, denominada nesse trabalho de F1. A Figura 1 mostra a
separacao das fracoes.
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Figura 1: Fracionamento do latex de mangabeira através de centrifugagcdo com alta rotacéo. a) fracéo

borracha e b) fracao F1 (soro mais precipitado)

Apos o fracionamento, a fragcdo F1 foi submetida a eletroforese em gel para
obtencéo do perfil protéico. O resultado obtido esta apresentado na Figura 2. Pode
se observar a presenca de 8 bandas com peso molecular variando de
aproximadamente 16.5 KDa a 140 KDa. A presenca de poucas bandas no gel esta
de acordo com os resultados obtidos por Malmonge e colaboradores 2009, no qual
identificou baixo conteldo de proteinas no latex de mangabeira através da analise
do conteudo de nitrogénio na amostra. O baixo contetdo de proteinas pode ser uma
vantagem terapéutica, uma vez que 0s estudos com seringueira mostram que as
proteinas presentes no latex € que sdo responsaveis em determinar alergias em
humanos (YAGAMI et al., 2004).
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Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida da fracdo F1 do latex de mangabeira. 1. Marcador de

peso molécula (Lw da GE Healthcare), e 2. Fracdo F1 do latex de mangabeira.
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Em relacdo a presenca de metabdlitos secundarios a prospecgao fltoqwmlca
identificou diferentes classes de compostos 0s quais estdo apresentados na Tabela
1. De uma forma geral foram identificados a presenca de taminos e flavonoides, mas
ndo foram detectados alcaloides, antraginonase e cumarinas. Os flavondides
destacam-se pela sua importancia farmacolégica por serem compostos que
possuem atividade antioxidante, antiproliferativa, anti-inflamatéria, antiulcerogénica,
antimicrobiana (GRANATO et al. 2013), antialérgica, hepatoprotetora, antitrébmbica,
antiviral e anticarcinogénica (MIDDLETON JUNIOR et al. 2000). Ja os taninos, séo
compostos fendlicos que apresentam atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres, acdo antinfecciosa, antibacteriana, antifungicida e antiprotozodria
(BESSA et al., 2013; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016). Esses resultados mostram que a
fracdo F1 do soro de latex de mangabeira pode ser um biomaterial com potencial

para aplicacbes médicas.

Tabela 1: Prospecgao fitoquimica da fracdo F1 do latex de H. speciosa.

Metabodlitos Reag:ﬁo de Caractenzacﬁo Resu]lados Coloragiio/
secundarios Precipitado
Alcaldides Reacdo de Bouchardat Negativo -
Reacdo de Draggendorff Negativo -
Reacédo de Mayer Negativo -
Antraquinonas Reacdo de Borntrager Negativo -
Cumarinas Reacdio com NaOH 1N Negativo -
Flavonoides Reacgdo de Shinoda Positivo Laranja
Reacgdo Oxalo-Borica Positivo Fluorescente
Reacgdo com H,SO, concentrado Positivo Fluorescente
Reagdo com hidroxidos alcalinos Positivo Amarelo escuro
Reacdo com Cloreto de Aluminio Positivo Fluorescente
Reacdo com Cloreto Férrico Positivo Verde castanha
Taninos Reacgdo com gelatina Positivo Precipitou
Reacgdo com Alcaloides Positivo Precipitou
Reacgdo com Sais Metalicos Positivo Verde escuro
Reacdo com Hidroxidos Alcalinos Positivo Precipitou

Considerac0des Finais

Nesse trabalho foi realizado o fracionamento do latex de mangabeira e os
dados obtidos demonstraram que a fracdo F1 do latex de H. speciosa apresenta
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cerca de 8 proteinas com peso molecular variando de 16.5 até 140 KDa. Além das
proteinas, também foram identificados na fragdo F1 do latex flavondides e taminos,
0S quais sao descritos na literatura como compostos que possuem atividade

antioxidante, antimicrobiana e de forte potencial angiogénico.
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