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Resumo: Na medicina moderna, o latex vem sendo empregado como constituinte de biomateriais
para o tratamento de inUmeras enfermidades. A mangabeira (Hancornia speciosa), uma planta nativa
do Cerrado, pode ser uma alternativa para extracdo de latex para utilizacdo biomédica, devido sua
atividade angiogénica, além de sua biocompatibilidade e néo toxicidade com sistemas vivos. Os
objetivos desse trabalho foram: identificar compostos presentes na fracdo aquosa do latex de H.
speciosa e avaliar o potencial antioxidante e antibacteriano dessa fracdo. Na caracterizagcdo quimica
da fragdo aquosa, realizada por meio da técnica de Cromatografia a liquido de Alta Eficiéncia, foi
identificada a presenca do &cido clorogénico nessa fragdo. O acido clorogénico € conhecido por
possuir atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana, propriedades estas, que podem
acelerar o processo de regeneracao de tecidos. O potencial antioxidante foi avaliado através do
método do sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e os resultados obtidos
mostram que o latex de mangabeira possui relevante atividade antioxidante. Sabe-se que, compostos
antioxidantes podem auxiliar as etapas da cicatrizag8o tecidual, por atuarem na captura de radicais
livres, 0os quais retardam o processo regenerativo. O potencial antibacteriano foi avaliado pelo método
de difusdo em agar e os resultados indicam auséncia de atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Acido clorogénico. Hancornia speciosa. Latex. Radicais livres.

Introducgéo

A utilizacdo de recursos naturais para fins terapéuticos vem ocorrendo desde
0 surgimento e consolidagdo das civilizagbes humanas, de tal maneira que esses
produtos, sejam eles de origem mineral, vegetal ou animal, tornaram-se
fundamentais para manutencao e melhoria da qualidade de vida humana (Rodrigues
& Amaral, 2012). A Organizacdo Mundial de Saude estima que cerca de dois bilhdes
de pessoas no mundo utilizam-se da medicina popular baseada na extracdo de
principios ativos das plantas, para o tratamento de doencas (Smith-Hall et al., 2012).

Um produto vegetal que tem despertado interesse e jA& é comumente
empregado para o tratamento de inUmeras enfermidades é o latex de algumas

plantas. Dentre as plantas produtoras de latex, a mais conhecida e explorada
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comercialmente € a seringueira (Hevea brasilienses). Em relacdo as potencialidades
desse latex, destacam-se suas propriedades indutoras de regeneracdo tecidual,
cicatrizacdo de feridas em tecidos cutaneos (Frade et al., 2012), restituicdo de
membrana timpanica (Araujo et al., 2012), regeneracdo de ossos (Floriano et al.,
2016), restituicdo da retina de coelho (Sampaio et al., 2010), dentre outras. A partir
da descoberta do potencial angiogénico do latex, em 2009 foi criada uma
biomembrana na forma de bandagem, chamado Biocure®. Atualmente, o Biocure
teve sua fabricacdo descontinuada e foi substituido por outra formulacdo em gel-
creme, chamada de Regederm®, a qual é utilizada no tratamento e cicatrizacdo de
feridas cutaneas (Pelenova, 2017).

Apesar dos expressivos resultados obtidos no uso medicinal e comercial do
latex de H. brasilienses, existem muitos relatos sobre alergias a produtos a base
desse latex (Raulf, 2014). A grande incidéncia de alergia a esse latex, ocasionada
pelo contato direto com proteinas alergénicas nele presentes (WU et al., 2016),
representa um dos principais motivos para se buscar outras espécies lactiferas
produtoras de latex com menor potencial alergénico. A mangabeira (Hancornia
speciosa), planta nativa do Cerrado e pouco explorada comercialmente, pode ser
uma alternativa para extracdo de latex para utilizacdo biomédica. Dentre as
vantagens do uso da mangabeira, destaca-se a biocompatibilidade e ndo toxicidade
do seu latex, além de seu comprovado potencial angiogénico e possibilidade de
esta planta produzir um latex hipoalergénico (Malmonge et al., 2009; Almeida et al.,
2014). A possibilidade de ser hiporalergénico provém do fato de que o conteudo
proteico do latex de mangabeira € bem inferior ao do latex de seringueira (Malmonge
et al., 2009).

A mangabeira é uma planta bastante utilizada na medicina popular, sendo
indicado 0 uso de sua casca para tratar dermatoses e doencas que atingem o
figado, tratamentos antiinflamatorios e para combate de diabetes e perda de peso
(Grandi et al., 1989). J4 suas raizes sao indicadas no tratamento de luxacdes,
reumatismo e séo receitadas para o uso como medicamento antigastrico e anti-
hipertensivo (Conceicdo et al., 2011). O latex e folhas, por sua vez, sdo usados

como adstringente para tratar sintomas de colicas menstruais, dermatoses,
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tuberculose, Ulceras, herpes, verrugas e também doencas no figado (Soares et al.,
2006).

No que diz respeito a dados cientificos a cerca das propriedades terapéuticas

de partes da mangabeira, observou-se que as folhas dessa planta possuem
substéancias ativas com potencial atividade sobre o controle da presséo arterial (Silva
et al., 2016), tratamento de feridas e doencas inflamatérias (Geller et al., 2015) e
tratamento de diabetes mellitus (Pereira et al., 2015). De acordo com Santos e
colaboradores (2018), o extrato etandlico da folha de H. speciosa possui atividade
antioxidante, antimutagénica, anti-inflamatéria, antiobesidade, anti-hiperglicemiante,
além de atuar contra doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e
Alzheimer. Extratos da casca de H. speciosa possuem substancias eficazes no
combate e cura de Ulceras gastricas causadas por Heliobacter pylori (Moraes et al.,
2008). Ja o seu latex apresentou atividade anti-inflamatoria em ratos (Marinho et al.,
2011), atividade angiogénica em ovos de galinha (Almeida et al., 2014), e atividade
osteogénica na calvaria de ratos (Neves et al., 2016) e coelhos (Floriano et al.,
2016). Além disso, Costa et al. (2008) identificou o potencial antimicrobiano do
extrato etandlico da mangabeira.

Diante das potencialidades terapéuticas do latex da mangabeira e de seu
comprovado potencial angiogénico, nosso grupo de pesquisa avaliou recentemente,
a atividade angiogénica das diferentes fracdes desse latex e identificou que a fracéo
responsavel pela angiogénese foi a fracdo aquosa (D’Abadia, 2016).. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar os metabdlitos secundarios presentes na
fracdo aquosa do latex de H. speciosa e avaliar o potencial antioxidante e

antibacteriano dessa fracao.

Material e Métodos

A. Obtencdo da fracdo aquosa do latex de H. speciosa

As amostras de latex de H. speciosa utilizadas foram coletadas em arvores da
colecdo de mangabeiras da Universidade Estadual de Goias, no municipio de
Ipameri/Goias. A fracdo aquosa foi separada do latex por meio de duas
centrifugacbes de alta velocidade em centrifuga refrigerada da marca Thermo
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scientific modelo Heraeus Megafuge 16R. Cada centrifugacéo teve a duragao de 1 h,
a22.000ge-4°C.

B. Caracterizacdo quimica da fracdo aquosa do latex de H. speciosa por

meio de Cromatografia a liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

A caracterizacdo quimica da fracdo aquosa, quanto a presenca de metabdlitos
secundarios, foi realizada por meio de investigacdo qualitativa, tracando-se um
fingerprint cromatografico da amostra de latex.

As analises foram realizadas em um Sistema Cromatogréafico da marca Waters®
modelo HPLC Alliance® com moédulo de separacdo e2695 (Milford, MA, USA),
detector de arranjo de diodo (DAD 2998) e sistema de processamento de dados
Enpower 3. As separacfes cromatograficas foram conduzidas em coluna de fase
reversa Zorbax eclipse XDB 5 y C18, 250X4.6 mm.

A fase movel utilizada nessa andlise consistiu em acetonitrila acidificada com
0,2% de acido fosforico (v/v), metanol e 0,05% de acido fosforico (v/v) em agua e em
proporcdes diferentes. Tal fase foi primeiramente, filtrada em uma membrana de 0,45
pm (Millipore, MA, USA) e depois desgaseificada durante 20 min em ultrasonicador.
A taxa de fluxo da fase mével foi de 1 mL/min e a temperatura da coluna foi ajustada
para 30°C. As amostras de latex foram solubilizadas em metanol e filtradas através
de membrana Millex® de 0,22 uym (Millipore, MA, USA). Foi injetado um volume de
10 yL de amostra no cromatografo.

Os compostos da fracao foram identificados por comparacdo de seus tempos de
retencdo e espectros de absorcdo (190-400 nm) com os dos seguintes padrées
puros: quercetina, rutina, kaempferol, &cido galico, acido elagico, galato de
epigalocatequina, hidrato de catequina e acido clorogénico; os quais foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Essas substancias foram encontradas na
literatura como constituintes da familia Apocynaceae, a qual pertence a H. speciosa
(Bastos et al., 2017; Boligon et al., 2015; Erharuyi et al., 2014).

C. Atividade antioxidante
A atividade antioxidante da fracdo aquosa do latex de H. speciosa foi avaliada

através do método do sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
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(DPPH). A metodologia empregada foi adaptada de Sanchez-Moreno e
colaboradores (1998). As amostras da fracdo aquosa do latex de mangabeira foram
diluidas em agua de osmose-reversa, resultando nas concentracbes de 25 a 125
mg/mL. Em seguida, foram misturados 0,1 mL de cada solu¢cdo com 3,9 mL de uma
solucdo de DPPH a 60 uM. Ap6s o tempo de incubacdo de 30 min & temperatura
ambiente, as absorbancias foram medidas a 515 nm (Aamostra): A amostra
correspondente ao branco (Apranco) fOi constituida por metanol sem DPPH. A solucdo
controle (Acontrole) Utilizada foi composta por 3,9 mL de solucdo de DPPH e 0,1 mL de
metanol. A atividade antioxidante de cada solucao foi determinada de acordo com a
seguinte equacéao:

o o (Aamostra — Abranco)x 100
Atividade antioxidante (%) = 100 —

Acontrole

A atividade antioxidante foi expressa como ICsy, a qual representa a
concentracdo (mg/mL) da amostra-teste necessaria para causar uma diminuicdo de
50% no conteudo inicial da solucdo de DPPH. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

D. Atividade antibacteriana

Seguindo as diretrizes do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), a
atividade antibacteriana da fracdo aquosa do latex de H. speciosa foi determinada
pelo método de difusdo em agar, também conhecido como Teste de Sensibilidade a
Antimicrobianos ou TSA (CLSI, 2016). Cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29231 e Escherichia coli ATCC 25312 foram suspendidas em soro fisiol6gico 0,9%,
ajustadas em 0,5 da escala de McFarland (Silva et al., 2012), e posteriormente,
inoculadas na superficie de placas contendo agar Mueller Hinton. Apos inoculacgéo,
foram adicionados sobre o &gar, discos de papel de filtro impregnados com
Gentamicina (antimicrobiano controle) e discos com 5ul da fracdo aquosa do latex
de mangabeira. Finalmente, as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 24
horas e o didametro do halo de inibicdo do crescimento bacteriano foi medido

utilizando-se régua milimetrada. Esse ensaio foi realizado em duplicata.
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Resultados e Discusséao

A. Cromatografia a liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)

A fracdo aquosa do latex de mangabeira foi submetida a analise cromatografica,
a fim de se identificar metabdlitos secundarios que podem estar associados com a
atividade angiogénica desse latex. Desta forma, a partir da analise qualitativa
realizada foi possivel identificar o acido clorogénico na amostra avaliada. Esse
composto foi confirmado a partir da comparacédo do tempo de retencao e do espectro
de absor¢cdo UV com o padrao (como demonstra a Figura 1). O &cido clorogénico
pertence a familia dos fendis, os quais tém sido descritos na literatura pelas suas
atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana. Tais propriedades
contribuem com a aceleracdo do processo regenerativo (Albuguerque et al., 2016;
Ghuman et al., 2016).

Figura 1: Cromatogramas do &cido clorogénico (A, a 0,01 mg/mL) e da fracdo
aquosa do latex de H. speciosa (B, a 500 mg/mL), a 330 nm e com 0s picos de
absorcao destacados ao longo do espectro UV (190 — 400 nm).
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B. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante da fracdo aquosa do latex de H. speciosa, dada através
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do método do sequestro do radical livre DPPH, foi avaliada mediante a comparacao

do ICs5 dessa fragcdo (ICsp = 76.52 mg/ml) com o de 4 controles positivos:
hidroxitolueno butilado (ICso = 0.20 mg/ml), hidroxianisol butilado (ICso = 0.09 mg/ml),
acido tanico (ICsp = 0.04 mg/ml) e acido ascorbico (ICsp = 0.09 mg/ml). Frente a
esses resultados, pode-se observar que apesar da capacidade da fracdo aquosa de
capturar radicais DPPH ser menor que a dos controles, essa fragao foi capaz de
sequestrar esses radicais, exibindo uma relevante atividade antioxidante, a qual tem
extrema importancia para o0 processo de regeneracdo de tecidos. Durante o
processo de cicatrizacdo de feridas, existe uma alta producdo de espécies reativas
de oxigénio, as quais podem causar um estresse oxidativo no tecido e culminar no

retardamento da cicatrizacao tecidual (Lodhi; Singhai, 2013).
C. Atividade antibacteriana

O estudo da atividade antibacteriana da fracdo aquosa do latex de mangabeira
foi realizado por meio do método de difusdo em &gar. Visto que, a presenca de
microorganismos e suas toxinas em feridas acarreta o prolongamento do processo
inflamatorio e retardo do processo de cicatrizacdo (Lodhi; Singhai, 2013), assegurar
um ambiente livre de infec¢do bacteriana se torna crucial. Entretanto, os resultados
demonstraram que a fracdo aquosa ndo apresentou atividade antibacteriana, uma
vez que, nao foi observada a formacédo de zona de inibicdo ao redor do disco de

papel de filtro embebido com essa fracdo (Figura 2).

Figura 2: Teste de sensibilidade a antimicrobianos, onde a fracdo aquosa do latex de
H. speciosa nédo apresentou atividade antibacteriana contra: A) Escherichia coli
(ATCC 25312) e B) Staphylococcus aureus (ATCC 29231).
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Consideracfes Finais

Neste trabalho foi realizado o fracionamento do latex de mangabeira e os

dados obtidos demonstraram que a fracdo aquosa desse latex possui em sua
constituicdo o &acido clorogénico, um composto fendlico capaz de acelerar o
processo de regeneracdo de tecidos. Além disso, apesar de nao ter apresentado
atividade antibacteriana, a fragdo aquosa demonstrou ser capaz de capturar radicais
livres, caracterizando assim, sua relevante atividade antioxidante, a qual pode

contribuir no processo de cicatrizacao de feridas.
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