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RESUMO

Santos, Uilson Pereira Dos, Dr., Universidade Federal da Grande Dourados,
setembro de 2017. CARACTERIZACAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DA Hancornia speciosa GOMES. Orientador: Edson Lucas dos Santos. Co-
Orientador: Claudio André Barbosa de Lira e Maria Leticia M. F. Estevinho.
Hancornia speciosa Gomes é uma arvore frutifera, popularmente conhecida como
mangabeira e amplamente distribuida pelo Brasil. As folhas desta planta séo
utilizadas na medicina popular para diferentes aplicacdes medicinais. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo fisico-quimica, identificar os
antioxidantes lipofilicos, acidos graxos e compostos fendlicos, determinar a
qualidade e seguranca microbioldgica das folhas de Hancornia speciosa Gomes,
bem como, avaliar as atividades antioxidante, antimicrobiana, citotoxica,
antimutagénica e de inibicAo de enzimas relacionadas com doencas
neurodegenerativas, inflamacdo, obesidade e diabetes do extrato etandlico das
folhas de H. speciosa (EEHS). Andlises quimicas foram realizadas por colorimetria,
cromatografia gas-liquido com detec¢do por ionizagdo de chama (GC-FID) e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS). Foram
determinados o ndmero total de coldnias de mesofilos aerdbios, bolores e leveduras.
A quantificacdo dos coliformes totais e Escherichia coli foi realizada com o kit
SimPlates, e esporos de Clostridium sulfito-redutor, utilizando-se o método Sulfite-
Agar de polimixina-sufadiazina. A pesquisa de Salmonella spp. foi efetuada pelo 1-2
Test. Dentre as atividades biolégicas do EEHS avaliadas, a antimicrobiana foi
determinada pelas concentracdo inibitoria minima, bactericida e fungicida minima e
por zona de inibicdo do crescimento. Células leucémicas Kasumi-1 foram utilizadas
para avaliar a acao citotOxica € 0s mecanismos envolvidos na morte celular. A
atividade antioxidante foi investigada pelo método de inibicdo da hemolise oxidativa
induzida por 2,2°- azobis (2-amidinopropano) em eritrécitos humanos. A atividade
antimutagénica foi determinada pelo teste de Ames e as atividades de inibicdo das
enzimas acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, tirosinase, hialuronidase, lipase, a-
amilase e a-glicosidase foram avaliadas e comparadas a controles comerciais. Em
conjunto, os resultados garantem a qualidade, seguranca microbiolégica e
demonstram presenca de carotenoides, acidos graxos poli-insaturados e compostos
fendlicos nas folhas de H. speciosa, bem como as atividades antioxidante,
antimicrobiana, citotéxica, antimutagénica, antiobesidade e anti-hiperglicemiante do
EEHS. Palavras-chave: Mangabeira; estresse oxidativo; antimicrobiano; apoptose;
diabetes.



ABSTRACT

Santos, Uilson Pereira Dos, Dr., Federal University of Grande Dourados, September
2017. CHEMICAL CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
Hancornia speciosa GOMES. Advisor: Edson Lucas dos Santos. Co-Advisor:
Claudio André Barbosa de Lira and Maria Leticia M. F. Estevinho. Hancornia
speciosa Gomes is a fruit tree, popularly known as mangabeira and widely
distributed throughout Brazil. The leaves of this plant are used in folk medicine for
different medicinal applications. Thus, the objective of this study was to perform the
physicochemical characterization, to identify the lipophilic antioxidants, fatty acids
and phenolic compounds, to determine the microbiological quality and safety of the
leaves of Hancornia speciosa Gomes, as well as to evaluate the antioxidant,
antimicrobial, cytotoxic, antimutagenic activities and inhibition of enzymes related to
neurodegenerative diseases, inflammation, obesity and diabetes of the ethanolic
extract of the H. speciosa (EEHS) leaves. Chemical analyzes were performed by
colorimetry, gas-liquid chromatography with flame ionization detection (GC-FID) and
liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC / MS). The total number of
colonies of aerobic mesophiles, molds and yeasts were determined. The
quantification of total coliforms and Escherichia coli was carried out using the
SimPlates kit, and sulfide-reducing Clostridium spores, using the Sulfite-Agar method
of polymyxin-sufadiazine. The Salmonella spp. was performed by the 1-2 Test.
Among the biological activities of the EEHS evaluated, the antimicrobial was
determined by minimum inhibitory concentration, minimal bactericide and fungicide
and by zone of inhibition of growth. Kasumi-1 leukemic cells were used to evaluate
the cytotoxic action and mechanisms involved in cell death. The antioxidant activity
was investigated by the method of inhibiting oxidative hemolysis induced by 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) in human erythrocytes. The antimutagenic activity was
determined by the Ames test and the activities of the inhibition of the enzymes
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, tyrosinase, hyaluronidase, lipase, a-
amylase and a-glycosidase were evaluated and compared to commercial controls.
Together, the results guarantee the quality, microbiological safety and demonstrate
the presence of carotenoids, polyunsaturated fatty acids and phenolic compounds in
the leaves of H. speciosa, as well as antioxidant, antimicrobial, cytotoxic,
antimutagenic, antiobesity and antihyperglycaemic activities of the EEHS.
Keywords : Mangabeira; oxidative stress; antimicrobial, apoptosis; diabetes.
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1 INTRODUCAO

Solucbes inovadoras sédo consideradas decisivas para a manutengao
da biodiversidade, tal conclusdo foi declarada pela Assembleia Geral das
Nacoes Unidas em 2012, ano Internacional da Biodiversidade (CDB, 2012). O
Brasil ocupa uma funcéo de destaque, tendo em vista que é detentor de 13 %
de todas as espécies da biodiversidade mundial (Lewinsohn e Prado, 2006).
Entretanto, esse potencial necessita de mais investigacdo cientifica e
exploragcdo comercial sustentavel. A bioprospeccdo apresenta-se como
alternativa na busca sistematica de recursos da biodiversidade com potencial
econdmico e vem sendo desenvolvida em varios setores e atividades, incluindo
biotecnologia, industria farmacéutica e cosmeética, nutricAo e saude, entre
outros (IPEA, 2011).

O bioma Cerrado do Brasil abrange quase 2 milhdes de km?
representa aproximadamente 22 % do territério nacional (Oliveira e Marquis,
2002) e detém grande diversidade de plantas medicinais frequentemente
utilizadas na medicina tradicional. Muitas destas plantas ja foram investigadas
em estudos bioprospectivos, sendo comprovadas cientificamente suas
propriedades antioxidante (Casagrande et al., 2014; Campos et al.,, 2016;
Espindola et al., 2016; Lopes et al., 2016), antimicrobiana (Moraes et al., 2008),
antidiabética (Pereira et al., 2015), antiobesidade (Araldi et al., 2014; Antunes
et al., 2016), anti-inflamatéria (da Silva et al., 2014a), citotoxica (da Silva et al.,
2014b; Campos et al., 2017), antimutagénica (Santana et al., 2016), dentre
outras.

As plantas medicinais séo utilizadas para fins terapéuticos em
diferentes culturas ao redor do mundo, apesar de ainda ser pouco discutida, a
qualidade sanitaria deste material € de grande relevancia para se alcancar os
resultados farmacologicos esperados. O material vegetal destinado para fins
medicinais deve apresentar niveis de contaminacdo microbiana aceitavel e
auséncia de deterioracdo ou micro-organismos patogénicos (Dias et al., 2012).
Estes sdo critérios basicos que devem ser avaliados e seguidos para se obter
amostras vegetais com qualidade, seguranca e eficacia terapéutica (WHO,
2007; Ghisleni et al., 2016).



Dentre as plantas utilizadas na medicina tradicional, a Hancornia
speciosa Gomes (H. speciosa) é uma arvore frutifera, conhecida popularmente
como “mangabeira” e tem suas folhas comercializadas para uso na forma de
cha (Santos et al 2016). Pertencente a familia Apocynaceae, esta espécie é
nativa do Brasil e além de estar presente no Cerrado, também é encontrada
nos biomas Amazonia, Caatinga e Mata Atlantica.

As folhas de H. speciosa sédo descritas por suas atividades
antioxidante, antimicrobiana, citotoxica (Santos et al., 2016), anti-inflamatéria
(Endringer et al., 2009; Geller et al., 2015), cicatrizante (Geller et al., 2015),
vasodilatadora (Ferreira et al., 2007ab), antihipertensiva (Silva et al., 2011,
Silva et al., 2016), antidiabética (Pereira et al., 2015) e inibidora da enzima
acetilcolinesterase (Penido et al., 2017).

Estudos fitoquimicos previamente descritos, com extratos das folhas de
H. speciosa, demonstraram composicdo quimica complexa. Dentre os
constituintes quimicos identificados e relacionados as suas atividades
bioldgicas, incluem o L-(+)-bornesitol, acido quinico, acido clorogénico e
flavonoides derivados do Kaempferol quercetina, isoquercetina, rutina e
catequina (Endringer et al., 2007; Endringer et al., 2009; Pereira et al., 2012;
Pereira et al., 2015; Santos et al., 2016). Recentemente, Bastos et al. (2017),
identificaram outros compostos fendlicos, tais como, acido cafeico, isbmeros de
acido protocatecuico, epicatequina, isbmeros de quercetina, procianidinas tipo
B e C, isbmeros de acido coumaroylquinico, florizina, floretina, eriodictiol,
luteolina e apigenina. Os extratos naturais e derivados fendlicos com potencial
farmacoldgico podem servir como estratégia de tratamento seguro, natural e
com menor custo quando comparados as drogas sintéticas (Birari e Bhutani,
2007; Slanc et al., 2009; de la Garza et al., 2011; Jeong et al., 2016).

As plantas sdo fontes de compostos biologicamente ativos, utilizadas
por aproximadamente 80 % da populacdo mundial, principalmente na forma de
chas ou na forma de medicamentos industrializados (WHO, 2006). Além disso,
0s produtos naturais ou derivados desempenham funcao altamente significativa
no processo de desenvolvimento e descoberta de novos compostos ou
farmacos (Newman e Cragg, 2016). Nas ultimas trés décadas, os farmacos

desenvolvidos a partir de produtos naturais vém se destacando, tendo em vista
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que, 60 % dos farmacos que estdo dispiniveis para tratamento de infecgfes
bacterianas, 51 % para cancer, 50 % para doenca de Alzheimer, 8 % para
Parkinson, 27 % para inflamacao, 16 % para obesidade e 57 % para diabetes,
sao derivados direta ou indiretamente de produtos naturais (Newman e Cragg,
2016).

Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagédo fisico-
quimica, identificar os antioxidantes lipofilicos, metil ésteres de acidos graxos e
compostos fendlicos, demonstrar a qualidade e seguranca microbiolégica das
folhas de H. speciosa, bem como, avaliar as atividades antioxidante,
antimicrobiana, citotoxica, antimutagénica e inibicdo de enzimas relacionadas
com doencas neurodegenerativas, inflamacao, obesidade e diabetes do extrato

etandlico das folhas de H. speciosa (EEHS) e flavonoides.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Atualmente, existe uma crescente busca por produtos naturais com
propriedades terapéuticas, como a ac¢do antioxidante, que além de combater a
acao nociva dos radicais livres (Sofi et al., 2016), apresentam baixa toxicidade
em comparacdo com antioxidantes sintéticos amplamente empregados nos
alimentos, produtos cosmeéticos e farmacéuticos (Djeridane et al., 2006;
Wannes et al., 2010).

O termo radical livre refere-se a molécula que possui elétrons
desemparelhados em sua ultima camada eletronica (Halliwell e Gutteridge,
1990; Halliwell, 1992). O elétron cria um campo magnético que o leva a
instabilidade e meia vida curta e extremamente reativa, com potencialidade
capaz de oxidar compostos organicos e inorganicos, como proteinas, lipidios,
carboidratos, organelas citoplasmaticas e material genético (Halliwell e
Gutteridge, 2000; Birben et al., 2012). Os radicais livres sdo produzidos pelos
organismos vivos como resultado do metabolismo celular. Em condi¢des
fisiolégicas sdo produzidos em concentracdes baixas a moderadas, entretanto,
em concentragdes elevadas produzem efeitos adversos (Birben et al., 2012).

Espécies reativas incluem radicais de oxigénio e nitrogénio, e certas
espécies nao-radicalares que podem ser convertidas facilmente a radical livre.
O termo ‘“reativo” ndo é sempre apropriado, uma vez que 0 peroxido de
hidrogénio (H202), radical superdxido (O2 -) e o6xido nitrico (-NO) reagem
diretamente com poucas moléculas no corpo humano, enquanto o radical
hidroxila (-OH) pode reagir com qualquer molécula. Sendo assim, os radicais
mais importantes do ponto de vista biol6gico sdo aqueles derivados do oxigénio
(Ehrenbrink et al., 2006).

As 3 espécies reativas de oxigénio (ERO) resultantes de reacdes do
metabolismo celular com maior significancia fisiolégica incluem o Oz -, H,0O; e
-OH (Lambeth, 2004; Birben et al., 2012). O primeiro radical produzido pela
adicdo de um elétron ao oxigénio molecular € o Oz -. Esse radical é produzido

principalmente nas mitocondrias, entretanto, enzimas nicotinamida adenina
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dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH-oxidase) ou xantina oxidase também o
produzem (Halliwell e Gutteridge, 1984; Birden et al., 2012). Apesar de ser um
precursor para as demais espécies reativas, o O2 - reage com ferro e enxofre,
transportadores de eletrons em cadeias respiratérias de bactérias e
mitocondrias (Lambeth, 2004). A conversao de O2-em H,O, ocorre pela acao
da enzima superoxido dismutase (Halliwell e Gutteridge, 1984; El-Bahr, 2013).

O H,0; é produzido pela xantina oxidase, NADPH-oxidase, aminoacido
oxidase e em peroxisomos durante a utilizacdo do oxigénio molecular em
reacoes metabdlicas (Birden et al., 2012). O H,0O, é potente oxidante e mais
reativo quando comparado ao O2 -, embora 0s seus alvos sejam limitados a
metionina e residuos de cisteina em enzimas (Lee et al., 1998). A enzima que
promove a reducao do H,O, em agua € a catalase (Cheeseman e Slater, 1993).
Entretanto, através da reacdo de Fenton, o ferro (Fe®*") pode catalisar a
producdo de -OH na presenca de H,O, (Mufioz et al., 2012). Os radicais -OH
sdo altamente reativos, reagem e produzem danos em proteinas, lipideos,
carboidratos e acido desoxirribonucléico (DNA) (Lambeth, 2004). Além disso,
através da remocdo de um elétron de acidos graxos poliinsaturados, o radical
-OH inicia a peroxidacéo lipidica (Birden et al., 2012).

Os radicais livres derivados do oxigénio que desempenham importante
funcdo na peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados sdo os radicais
peroxil (ROO.) e hidroperoxil (HOO.). Além desses radicais jA& mencionados, o
acido hipocloroso, oxigénio singlet e oz6nio promovem oxidagcdo proteica e
reagem fortemente com ligacdes duplas de &cidos graxos insaturados
(Lambeth, 2004). O equilibrio redox, caracterizado pela producédo regulada de
ERO, é essencial para o funcionamento celular, entretanto, quando ha uma
producdo desregulada, ocasiona o0 estresse oxidativo, que desencadeia o
processo de peroxidagdo lipidica, oxidacdo de proteinas e danos no DNA
(Halliwell e Gutteridge, 1984).

A producdo irregular de ERO pode desencadear a peroxidacao lipidica
por reacO0es em cadeia em que ocorre a remoc¢ao de hidrogénios reativos
presentes no lipideo. Os radicais formados reagem com oxigénio e novas
reacoes em cadeia transformam &cidos graxos poliinsaturados em

hidroperoxidos lipidicos. Os hidroperoxidos lipidicos sdo muito instaveis e
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facilmente ocorre a decomposicdo em produtos secundarios, dentre eles, o
Malondialdeido (MDA) e isoprostanos (Birden et al., 2012). Como
consequéncia, a peroxidacédo lipidica exerce seus efeitos toxicos alterando a
integridade das membranas, desencadeando um rearranjo na estrutura da
membrana que favorece a oxidacdo das estruturas celulares (Gaschler e
Stockwell, 2017).

Em conjunto, a peroxidacao lipidica e outras condi¢cdes de estresse
oxidativo podem atuar como mediadores importantes em muitas condi¢cdes
patoldgicas, incluindo inflamacéao (Milenkovi¢ et al., 2016), cancer (Zuo et al.,
2016), diabetes (Kim e Park, 2016), obesidade (Razzaghy-Azar et al., 2016),
doencas neurodegenerativas (Hasegawa, 2010; Bou Khalil et al., 2016),
oculares, renais, morte celular (Gaschler e Stockwell, 2017), entre outras.

A protecdo do organismo contra os danos causados pelas espécies
reativas com o uso de antioxidantes € de grande interesse em saude (Zawia et
al., 2009). Agente antioxidante é considerado um mecanismo primario de
defesa contra a peroxidacao lipidica descontrolada e outros danos oxidativos
(Gaschler e Stockwell, 2017). Essas substancias sdo capazes de prevenir ou
diminuir as rea¢gbes que levam a oxidagcdo de macromoléculas e estruturas
celulares (Fraga e Oteiza, 2002). Pode-se incluir como defesas antioxidantes,
as substancias que cataliticamente removem radicais livres e outras espécies
reativas, as proteinas que diminuem a disponibilidade de agentes pré-
oxidantes, sequestradores de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(Halliwell e Gutteridge, 1999). Para prevenir o dano causado pelas ERO e
ERN, o sistema bioldgico desenvolveu sistemas de defesa antioxidante, que
incluem antioxidantes enzimaticos, tendo como principais a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (Yu et al.,
2015). Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, estdo presentes as vitaminas
(Vitamina C e E), B-caroteno, acido urico, glutationa reduzida (GSH) e
compostos fendlicos, entre outros (Szymonik-Lesiuk et al., 2003; Birben et al.,
2012).

Os antioxidantes sdo conhecidos pela acdo em diferentes niveis do

processo de oxidacdo envolvendo diferentes biomoléculas (Shahidi, 1997).



Suas atividades tém sido propostas para desempenhar varias atividades
farmacoldgicas (Lee et al., 2004; Beloou et al., 2012; Yamanaka et al., 2012).

Antioxidantes também vém sendo utilizados em alimentos com a
finalidade de prevenir e ou retardar a deterioracdo oxidativa. Dentre o0s
antioxidantes mais comumente utilizados estdo os naturais, principalmente os
tocoferdis e o acido ascoérbico. Dentre os compostos fendlicos sintéticos,
destaca-se o Butilhidroxi- anisol (BHA), o Butil-hidroxi-tolueno (BHT) e Terc-
butil-hidroquinona (TBHQ) (Nakatani et al., 1996; Rice-Evans et al., 1996). Os
antioxidantes sintéticos sao efetivos e estaveis, contudo, seu uso como aditivo
tem sido limitado pelo risco de causarem efeitos tdxicos e céancer
(Botterweck et al., 2000). Sendo assim, existe grande interesse na busca de
novos antioxidantes, principamente de fontes naturais (Rechner et al., 2002).

Dentre os antioxidantes naturais, os compostos fendlicos sao de
ocorréncia natural no reino vegetal. Eles sdo encontrados em folhas, frutos,
cascas e madeira e podem acumular-se em grandes quantidades em 0rgaos
ou tecidos da planta (Haslam, 1989). Os compostos fendlicos sdo considerados
substancias vegetais secundarias, sem envolvimento em vias metabdlicas
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento (Tsuchiya et al., 2015).
Organismos que sintetizam esses compostos o fazem principalmente para
atrair insetos polinizadores e dispersores de sementes e em resposta a
condicdes estressantes, tais como o dano oxidativo, ataque por patégenos e
insetos, radiagcédo Ultra Violeta (UV) e lesdes (Gottlieb, 1989; Field e Lettinga,
1992; Cowan, 1999; Agatti et al., 2013).

Além disso, os compostos fendélicos sdo considerados mais abundantes
na dieta humana, quando comparados a vitamina C, vitamina E e carotenoides
(Scalbert et al., 2005).

2.2 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico acontece
desde a antiguidade até os dias atuais (WHO, 2002; Tsobou et al., 2016).
Apesar do efeito terapéutico comprovado, 0 aumento no consumo de produtos

naturais tem-se apresentado como um problema de saude publica, uma vez
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que, ha a possiblidade de aquisicdo de produtos com baixa qualidade,
necessitando de validagdo da seguranca e eficiéncia do produto ou matéria-
prima (Ghisleni et al., 2016). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as
plantas sédo fontes permanentes de compostos biologicamente ativos, utilizadas
principalmente na forma de chas ou como medicamentos industrializados
(WHO, 2006). H4 estimativas de que 80 % da populagdo dos paises em
desenvolvimento utilizam as plantas medicinais para assisténcia primaria a
saude (Hostettmann e Marston, 2002; WHO, 2002).

O desenvolvimento de ferramentas metodoldgicas disponiveis
atualmente para estudo, dentre elas, as cromatografia e espectrometria, assim
como, a introducdo de bioensaios, permitiu 0 avangco nas pesquisas com
plantas medicinais, resultando em maior interesse no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos provenientes de fontes naturais (Koehn e Carter, 2005;
Saklani e Kutty, 2008). Neste contexto, a quantidade de novas drogas
desenvolvidas com base em produtos naturais durante o periodo de 1981 a
2014, enfatiza que tais produtos ou estruturas de produtos naturais continuam
a desempenhar relevancia significativa no processo de desenvolvimento e
descoberta de novos compostos ou drogas (Newman e Cragg, 2016).

As plantas medicinais apresentam elevada diversidade quimica, dentre
0S principais constituintes quimicos descritos como responsaveis pelas suas
propriedades antioxidantes, os derivados fendlicos e flavonoides se destacam
por desempenharem tal atividade (Li et al., 2015; Yu et al.,, 2015). Estes
compostos estdo naturalmente presentes em varias espécies de plantas e séo
descritos por apresentar beneficios a salude humana (Uysal e Aktumsek, 2015).

Neste sentido, por suas acbes na saude humana, 0S compostos
fendlicos tem sido objeto de pesquisa, uma vez que, a identificacdo e
quantificacdo dessas substancias revelam informacgdes a respeito da atividade
antioxidante, qualidade do alimento ou produto e dos potenciais beneficios a
saude (Shay et al., 2015).

Existem diferentes classes de compostos fendlicos presentes em
vegetais, dentre eles incluem principalmente, acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, estilbenos, curcuminoides, cumarinas, lignanas e quinonas (Tsuchiya
et al., 2015).



Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides despertam elevado
interesse do ponto de vista cientifico e terapéutico (Marin et al., 2014). De
origem vegetal, os flavonoides apresentam atividade antioxidante por meio de
uma variedade de mecanismos, incluindo a remocédo de ERO, inibicdo da
peroxidacao lipidica, quelacdo de ions de ferro e cobre e inibicdo de enzimas
envolvidas na geracdo de ERO (Murota e Terao, 2003). Essa habilidade dos
flavonoides e outros derivados fendlicos na reducéo de radicais livres oxidantes
€ realizada pela doacdo de hidrogénios (Shahidi, 1997). Além disso, esses
compostos tem a capacidade de modular a atividade de enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GPx (Yu et al., 2015).

Tais compostos tém sido estudados intensamente em plantas
medicinais em funcéo da elevada prevaléncia de estresse oxidativo observada
com o envelhecimento e em amplas situagées de doenca, incluindo doencas
neurodegenerativas, inflamatorias, cancer, diabetes, obesidade, entre outras
(Hasegawa et al., 2010; Choi et al., 2012; Shay et al., 2015; Zeng et al., 2015;
Pereira et al., 2015; Jeong et al., 2016; de lima et al., 2016).

2.2.1 Hancornia speciosa Gomes

Dentre as espécies de plantas medicinais encontrada no Cerrado
brasileiro, H. speciosa (Apocynaceae) € conhecida popularmente como
mangabeira, arvore frutifera (FIG. 1) e que tem suas raizes descritas por
apresentarem atividades antihipertensivas e cicatrizante de feridas
(Hirschmann e Arias, 1990), as cascas apresentam acdo antidiabética,
antiobesidade, antimicrobiana e gastroprotetora (Grandi et al., 1989; Rodrigues
e Carvalho, 2001; Moraes et al., 2008) e o latex atua como anti-inflamatoério
(Marinho et al., 2011). Ja as folhas de H. speciosa, sdo descritas por suas
atividades anti-inflamatéria (Endringer et al., 2009; Geller et al., 2015),
cicatrizante (Geller et al., 2015), vasodilatadora (Ferreira et al., 2007ab),
antihipertensiva (Silva et al., 2011; Silva et al., 2016), antidiabética (Pereira et
al., 2015), no tratamento de dismenorreia (Rizzo et al., 1990) e inibidora da

enzima acetilcolinesterase (Penido et al., 2017).



Além disso, seus frutos constituem-se importante matéria prima para a
industria de sucos e sorvetes do Nordeste, sendo uma das dez espécies
selecionadas como de altissima prioridade pelo programa Plantas do Futuro do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, Banco
Mundial, Fundo de Desenvolvimento Global, Ministério do Meio Ambiente e
Probio, com o mais elevado potencial de uso imediato entre as arvores

frutiferas nativas da regido nordeste (Ferreira et al., 2005).

FIGURA 1 - (A) Arvore de Hancornia speciosa e (B) folhas e fruto.

Fonte: Santos (2012).

2.2.1.1 Descricao botéanica

No género Hancornia, a H. speciosa foi descrita por Gomes em 1812
(Lederman, 2000), sendo seu nome popular mangaba ou mangabeira, de
origem indigena (md gawa) e significa “coisa boa de comer”. Seus frutos
maduros sdo muito apreciados para consumo in natura ou para o preparo de
doces, sucos e sorvetes (Lederman et al., 2000). H. speciosa tem se destacado
pelo seu potencial econbmico e tem despertado interesse crescente, de
consumidores e setores ligados a industria e comeércio. Compreende seis
variedades botanicas: H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var. maximiliani,
H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var. gardneri e

H. speciosa var. pubescens (Monachino, 1945).
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A mangabeira apresenta de 2 a 10 metros de altura, podendo chegar,
raramente, até os 15 metros, com caules ramificados separados e bem
formados. Copa ampla, as vezes mais larga do que alta, os caules pendentes,
abundantes, com folhagens reduzidas. Troncos geralmente tortuosos,
inclinados ou ligeiramente retos até 30 cm de didmetro. Os ramos jovens s&o
de coloracao violacea, lisos até um ano de idade, meio angulosos, curtos, com
poucas folhas, floriferos no apice. Caule rugoso e aspero, com duas a trés
bifurcagbes na altura média de 40 a 50 cm da base (Villachica et al., 1996;
Lederman et al., 2000). Apresentam folhas com limbo de forma lanceolada do
tipo oblongo-lanceolado, com &pice ligeiramente agudo. As nervuras das folhas
apresentam-se de forma penivénia do tipo obliquivénia, sendo a margem do
limbo lisa (Sousa et al., 2007).

A flor da mangabeira é hermafrodita gémea ou trigémea no apice dos
caules, branca, campanulada e aromatica (Aguiar Filho et al., 1998). O fruto é
do tipo baga, com a forma elipsdide ou arredondada, atingindo até 6,5 cm de
comprimento, mas com diferentes tamanhos na mesma planta; apresenta
exocarpo exibindo coloracdo que varia de verde-clara a amarelada, com estrias
amareladas ou avermelhadas, produzindo um suco viscoso ha casca; a polpa é
de cor branca, de gosto acidulada a doce, suave, carnosa e viscosa, de aroma
perfumado e saborosa (Manica, 2002). Da casca € extraido um latex que €&
utiizado como matéria-prima para a producdo de borracha, porém, com
qualidade inferior ao da seringueira (Lorenzi, 1998). A produc¢ao de borracha,
utilizando o latex da mangabeira juntamente com estireno-butadieno em reacao

de copolimerizacao, também foi desenvolvida (Firestone, 1948).

2.2.1.2 Habitat e distribuicdo geografica

A mangabeira é nativa de varias regides e ecossistemas do Brasil,
estando presente na Costa Atlantica desde o Amapéa e o Para, nos tabuleiros
costeiros e nas baixadas litordneas do Nordeste até o Espirito Santo. Também
estd presente em toda a regido de Cerrado do Brasil Central até o Pantanal,
ocorrendo também em paises vizinhos como Paraguai, Bolivia, Peru e

Venezuela (Lederman et al., 2000). A ampla distribuicdo por quase todo
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territorio brasileiro comprova a eficiéncia reprodutiva natural e a capacidade de
adaptacdo da espécie a diversos ambientes, vegetando e produzindo
normalmente (Pereira et al., 2006).

Segundo Lorenzi (1998), o maior aproveitamento alimentar dos frutos
da mangabeira sdo nas areas de tabuleiros costeiros, baixadas litordneas e
Cerrado (Lorenzi, 1998). Entretanto, vem ocorrendo drastica reducdo de sua
vegetacao nativa, principalmente na costa e baixadas litoraneas nordestinas e
no Cerrado do Brasil Central devido a implantacdo de monoculturas de
coqueirais, canaviais, pastagens e especulagdo imobiliaria (Lederman e
Bezerra, 2003).

2.2.1.3 Constituintes quimicos

Trabalhos iniciais de avaliacdo da composi¢cdo quimica do latex da H.
speciosa por Nogueira et al. (2004) utilizando a cromatografia gasosa com
detector de massas (GC/MS) demonstraram mistura de triterpenos a-amirina,
a-B-amirina e lupeol na forma livre e 3-B-acilado com acidos graxos de cadeia
longa. Outro estudo com GC/MS e cromatografia gasosa com detector por
ionizacao de chama (GC/FID) identificaram a presenca de inUmeros compostos
volateis nos frutos, que resultaram na identificacdo de 33 compostos nos frutos
verdes, predominando teor maior de monoterpenos oxigenados, destacando o
linalol, a-terpineol e o geraniol, em concentracdes menores, ésteres, alcodis,
aldeidos e cetonas (Sampaio e Nogueira (2006). Nos frutos maduros foram
identificadas quantidades maiores de ésteres, alcodis, aldeidos, cetonas e
quantidade bastante reduzida de monoterpenos oxigenados. Nos frutos com
estagio meéedio de maturagdo, foram encontradas todas as classes de
compostos anteriormente descritos, contudo, em proporgdes intermediérias de
concentracdo (Sampaio e Nogueira, 2006).

Assumpcéao et al. (2014), identificou nos frutos de H. speciosa por
GC/MS, a presenca de 83,72 % de compostos volateis, sendo 68,11 % de
ésteres. Dentre 0s constituintes, as classes e compostos identificados em
ordem decrescente de prevaléncia foram ésteres (Ethyl butanoate, Isopentyl

acetate, 4-isopentyl acetate, 3-methyl-2-butenyl acetate, Ethyl hexanoatea e
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Methyl 1,2-dimethyltetradecanoate), aldeidos (Hexanal, 2-hexenal e Bicyclo
[2.2.0] hexane-1-carbaldeide), alcoois (3-methyl-2-butenol e 2-propyldecanol),
hidrocarbonetos (Dimethylundecane e 3,3-dimethylhexane) e cetona (3-
methoxy-3-methyl-2-butanone).

Recentemente, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um dector diodo (HPLC-DAD) e cromatografia liquida acoplada a
um espectro de massas (LC-MS), foram identificados rutina e acido clorogénico
no extrato aquoso dos frutos (Torres-Rego et al.,, 2016). Rodrigues et al.
(2007), em andlise com ionizacéo por Electrospray e espectrometria de massas
com analisador tipo “lon Trap” (ESI/IT/MS) no modo ion negativo e padrdes de
referéncia, identificaram a presenca de catequinas (epicatequinas) e acido
clorogénico no infuso das cascas. Outro estudo com as cascas da planta,
conduzido por Moraes et al. (2008), utilizando método de coinjecdo com as
amostras de extrato hidroetandlico e infuséo, também identificaram a presenca
de acido clorogénico e catequina.

Outra analise de compostos volateis, contudo, realizado com as folhas,
encontrou teor variado de monoterpenos oxigenados e dentre os compostos
majoritarios, estdo o geraniol, a-terpineol e linalol (Santos et al., 2006). Ainda
com as folhas, estudos espectrométricos por UV, infravermelho (IV) e
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e de **C com extrato etandlico
das folhas resultou na identificacdo dos ciclitéis, L-bornesitol, &cido quinico,
acido-5-O-caffeoil-quinico; os acidos cinamicos, acido clorogénico e cis- e
trans-4-hidroxi-cinamico; os flavondides, kaempferol-3-O-rutinoside, rutina e
quercetina; e os ésteres, lupeol, a-amirina; e um 3B-O-éster de acido graxo do
lupeol (Endringer et al., 2007). Nos extratos hexanico das folhas de H.
speciosa, utilizando a técnica de RMN de *H e de *3C, foi descrito a presenca
de uma combinacdo de hidrocarbonetos, de &lcoois de cadeia longa e dos
triterpenos, lupeol, a-amirina e B-amirina. Além desses, descreve a presenca
de obtusalina, eritrodiol, B-sitosterol, uma combinacdo de ésteres 33-acilados
de lupeol, a-amirina e B-amirina. Neste mesmo estudo, com o extrato etandlico
das folhas, apresentou uma mistura de rutina e acido cloroquinico (Barros et
al., 2008).
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Recentemente Pereira et al., (2015) identificaram no extrato etandlico

das folhas de H. speciosa e fracdo diclorometano por cromatografia liquida de

ultra eficiéncia (UPLC) por ionizacdo em Electrospray e espectrometria de

massas ESI-LC-MS a presenca de acido quinico, acido clorogénico, rutina e

bornesitol e kaempferol, triterpenos lupeol e a-/B-amirin, 6xido cis-trans-linalol,

a-terpinol e geraniol e na fragdo diclorometano, identificaram lupeol e a

presenca de monoterpenos.

2.2.1.4 Atividades biologicas da H. speciosa

As atividades bioldgicas e mecanismo de acdo da H. speciosa e

compostos isolados podem ser visualizados abaixo na (TABELA 1).

TABELA 1 — Atividades biol6gicas e mecanismo de a¢ao da H. speciosa.

Extrato ou composto

Atividade biolégica

Mecanismo de acdo

Referéncia

Extrato etandlico das
folhas

Extrato etanolico das
folhas

Rutina e L-(+)-
bornesitol

Extrato etandlico e
infusdo da raiz

Rutina, L-(+)-bornesitol
e acido quinico

Extrato etanolico das
folhas

L-(+)-bornesitol

Latex

Extrato etandlico das
folhas

Antihipertensiva
In vitro

Antihipertensiva
In vitro

Antihipertensiva
In vitro

Antimicrobiano e

antitlllcera
In vitro e in vivo

Anti-inflamatéria
In vitro
Anti-inflamatéria
In vitro

Anti-inflamatéria

Anti-inflamatéria

Antidiabética
In vitro e in vivo

Inibicdo da ECA

Vasodilatacéo

Inibicdo da ECA

Bactericida para H.
pylori e aumento da
secrecdo de muco
estomacal

Inibicdo do NF-KB

Inibicdo do NF-KB e
Inibicdo da COX-1

Inibic&o seletiva da
COX-2

Inibicdo de PGE2, IL-
6, TNF-a e 6xido
nitrico

Inibicdo da a-
glicosidase,

aumento do consumo
de glicose em
adipécitos e

reducdo da glicemia

Serra et al. (2005)

Ferreira et al. (2007)

Endringer et al. (2007)

Moraes et al. (2008)

Endringer et al. (2009)

Endringer et al. (2010)

Endringer et al. (2010)

Marinho et al. (2011)

Pereira et al. (2015)
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Rutina, L-(+)-bornesitol
e acido quinico

Extrato etandlico das
folhas, L-(+)-bornesitol
e acido quinico

Extrato etanolico das
folhas

Extrato aquoso dos
frutos, rutina e acido
clorogénico

Extrato etanélico da
casca

Anti-inflamatéria
In vitro

Cicatrizante

In vitro
Antihipertensiva
In vivo
Anti-inflamatéria

In vivo

Antialzheimer

Inibicdo de TNF-a

Migracéo e
proliferacéo de
fibroblastos

Aumento de 6xido
nitrico

Reducéo de IL-14, IL-
6, IL-12 e TNF-a

Inibicdo da AChE

Geller et al. (2015)

Geller et al. (2015)

Silva et al. (2016)

Torres-Rego et al.
(2016)

Penido et al. (2017)

Enzima conversora da angiotensina (ECA), Helicobacter pylori (H. pylori), Fator de
necrose tumoral KB (NF- KB), ciclo-oxigenase 1 (COX-1), ciclo-oxigenase 2 (COX 2),
prostaglandina E2 (PGE2), interleucina-6 (IL-6), interleucina-13 (IL-1pB), interleucina-12
(IL-12), fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e acetilcolinesterase (AChE).

2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo moléculas que consistem de varios grupos de

compostos chamados de flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonais,
antocianidinas e flavan-3-ols (Marin et al., 2014). Sdo metabdlitos secundarios
mais frequentes em plantas medicinais e apresenta estrutura basica formada
por 3 anéis A, B e C, sendo um anel cromano (C) anexado aos 2 anéis

aromaticos (A e B) representados na (FIG. 2) (Tsuchiya, 2015).

FIGURA 2 - Estrutura quimica basica dos flavonoides.

Fonte: Tsuchiya (2015).

2.2.2.1 Diversidade estrutural

Flavonoides s&o produzidos nos cloroplastos para defesa contra o

dano oxidativo gerado durante a fotossintese (Agati et al., 2013), em G6rgaos
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HOOC

sexuais para protecédo da radiacdo UV (Mori et al., 2005) e na raiz para atrair
bactérias e fungos simbiontes (Sugiyama et al., 2007) ou para a defesa contra
virus, bactérias, fungos e herbivoros (Gottlieb, 1989).

Todos os compostos fendlicos e flavonoides derivam a partir da L-
fenilalanina, isso acontece apds diversas transformacfes que ocorrem na via
de fenilpropandides, que convertem L-fenilalanina (L-Phe) em acido cinamico
(por liase fenil amonia (PAL)), depois em acido p-cumarico (por cinamato-4-
hidroxilase (C4H)) e sua transformacé&o em p-coumaroyl-CoA (por 4-coumaroyl-
CoA ligase (4CL)). Ambos p-coumaroyl-CoA redutase e acido p-cumarico
constroem blocos para flavonoides e acidos hidroxicindmico, respectivamente
(Vogt, 2010). Na biossintese de flavonoide, uma molécula de p-coumaroyl-CoA
e trés moléculas de malonil-CoA séo utilizadas pela chalcona-sintase (CHS)
com finalidade de gerar chalcona naringenina, uma chalcona biciclica que pode
ser visualizado na (FIG. 3) (Gottlieb, 1989).

FIGURA 3 - Passos iniciais durante a biossintese de acidos hidroxicindmicos e

flavonoides em plantas.
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Fonte: Marin et al. (2014).
16



As chalconas séo substratos para chalcona isomerase (CHI), que
realiza o fechamento do anel B destes compostos, tornando flavanonas (como
Naringenina de frutas citricas). Todas as subfamilias de flavonoides derivam
dessas flavanonas com 15 carbonos. Outras enzimas fenilpropandicas iréo
gerar os demais produtos finais (Gottlieb, 1989). Flavona sintase (FNS) da
origem as flavonas (como apigenina do aipo) e isoflavona sintase (IFS) origina
as isoflavonas (como a genisteina da soja). Flavanona-3-hidroxilase (F3H) ira
gerar dihidroflavonols (como aromadendrina de pinheiros). Flavonois sintase
(FLS) gera flavonois (como a quercetina da cebola ou kaempferol de
alcaparras). A di-hidroflavonol redutase (DFR) e sintase antocianina (ANS)
geram antocianidinas (como pelargonidina de diversas flores vermelhas).
Antocianidina redutase (ANR) gera flavan-3-ols (epicatequina de cacau) e pode
ser visualizado na (FIG. 4) (Marin et al., 2014).

FIGURA 4 - Etapas biossintéticas para geracdo de subfamilias de flavonoides.
Estrutura da naringenina mostra os numeros de atomos da estrutura e
apigenina mostra a denominagéo dos anéis.
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Os flavonoides sdo normalmente presentes e armazenados nos tecidos
vegetais sob a forma de diversos derivados, principalmente acucar O-
conjugados na posicdo do carbono 2 (chalconas), no carbono 3 (flavonois,
antocianidinas e flavan-3-ols), ou no carbono 7 (flavanonas, flavonas e
isoflavonas). Os acgucares mais comumente ligados sdo a glicose, galactose,
ramnose, xilose, rutinose, arabinopiranose e arabinofuranose (Crozier et al.,
2009). Estas alteracdes (e outras como metilacdo e ligacao galato) adicionam
estabilidade estrutural extra para os flavonoides durante o armazenamento em
vacuolos e cloroplastos (Marinova et al., 2007; Pourcel et al., 2010; Raab et al.,
2010).

Quando a planta, fruta, ou semente € coletada, os flavonoides
normalmente tém boa estabilidade no estado conjugado, mantendo altas
concentragbes em alimentos e bebidas. Todas essas modificagbes estruturais
e de ligacdo aos acgucares vao determinar sua absorcdo e biodisponibilidade
(Lewandowska et al., 2013).

2.2.2.2 Quercetina

Os glicosideos da quercetina foram identificados no EEHS e utilizados
neste estudo. Além disso, dentre os flavonoides, os glicosideos da quercetina
sao considerados os mais abundantes (Arabbi et al., 2004). O nome quercetina
deriva do latim Quercetum e tem sido usado desde 1857 (D'Andrea, 2015).

Este flavonoide remove inibidores de efluxo do horménio vegetal
auxina, envolvido na fase embrionaria e desenvolvimento da planta (Fischer et
al., 1997). A quercetina € uma representante da familia dos flavonois,
compostos que apresentam o esqueleto de 3-hydroxyflavone (FIG. 5 A).
Flavonois (com um "0") (FIG. 5 B) ndo devem ser confundidos com flavanois
(com um "a") (FIG. 5 C), outra subclasse de flavonoides contendo o esqueleto
2-fenil-3,4-di-hidro-2H-cromen-3- ol (Proantocianidinas/taninos condensados)

(D'Andrea, 2015).
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FIGURA 5 - A) Estrutura quimica da quercetina, B) moléculas pertencentes a
familia dos flavonols e suas estruturas quimicas e C) estrutura quimica dos

flavanols principais.

Fonte: D'Andrea (2015).

2.2.2.2.1 Fontes dietéticas

Flavonol R R

—4
Cuercetin O H
Isorhamnetm OMe H
Kaempferol H H

Myricetin OH OH
05 Flavanol R, R, Ry
Catechin H H OH
Epicatechin H OH H

. Epigallocatechin OH OH H
Gallocatechin OH H OH

Dentre os flavonoides presentes na dieta, quercetina é o mais comum,

presentes em muitos alimentos, incuindo legumes, tubérculos, frutas, ervas,

especiarias, bem como nas bebidas cha e vinho, principalmente na forma de

glicosideos, ou seja, ligada ou conjugada a um ou dois residuos de glicose

(quercetina glicosideo) ou rutinose (quercetina rutinosideo) (FIG. 6) (Brown,

1980). Dessa forma, menos quantidades de quercetina na forma aglicona estao

presentes na dieta (D'Andrea, 2015).

FIGURA 6 — A) Estrutura quimica da quercetin-3-glicosideo (isoquercetina), B)
guercetin-3,4'-diglicosideo (quercetina) e C) quercetin-3-rutinosideo (rutina).

Fonte: D'Andrea (2015).
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A concentracdo de quercetina na forma aglicona em muitos alimentos
sdo influenciados pelo tipo de cultivo, de forma organica apresentam
concentracdes maiores do que no cultivo convencional (Mitchell et al., 2007). A
presenca de quercetina na forma aglicona em uma dieta tipicamente ocidental
€ naturalmente mais frequente e elevada (3500 ppm) em vegetais e frutas,

incluindo cebola, pimentao, mirtilo, maca, cereja e uva (Marin et al., 2014).

2.2.2.2.2 Absorcao e Metabolismo

Os derivados quercetina na forma glicosilada n&o sao facilmente
absorvidos no trato digestivo, e a maior parte da absorcdo ocorre apos a
transformacédo para forma aglicona (Appleton et al., 2010; Orfali et al., 2016).
Os flavonoides na forma aglicona podem ser absorvidos mais facilmente pelas
células epiteliais do intestino grosso devido a sua lipofilicidade, o que facilita a
passagem pela camada fosfolipidica da membrana celular (Murota e Terao,
2003).

Apés a ingestdo, os derivados quercetina glicosilados sé&o
primeiramente hidrolisados por glicosidases no intestino delgado ou da
microbiota no colon intestinal em quercetina aglicona (Fase I; modificacédo)
(Tamura et al.,, 1980; Guo e Bruno, 2015). Sequencialmente, quercetina
aglicona sofre biotransforma¢cdes com envolvimento da UGT (uridina 5'-
difosfoglicuronosiltransferase), SULT (sulfotransferase) e COMT (catecol-O-
metiltransferase), gerando diversos metabdlitos por glucorinidacao, fosfatacao,
metilacéo, entre outras (fase Il: conjugacao) que sao apresentados na (FIG. 7)
(Guo e Bruno, 2015).
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Figura 7 - Estrutura da quercetina e alguns dos seus principais metabalitos.
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Fonte: Costa et al. (2016).

Na fase Il, os metabdlitos de quercetina sdo secretados para a
circulacdo portal e linfatica, sendo evidenciada maior concentragdo plasmatica
no sistema porta e linfa de quercetina aglicona conjugada (Arts et al., 2004;
Murota et al., 2013). Estudos em animais tém mostrado que a quercetina se
distribui para varios orgaos, especialmente no pulméo, rim, colon, figado e em
menor quantidade para o cérebro (de Boer et al., 2005). Na fase de eliminacao
(111), o efluxo de metabolitos da fase Il também acontece no intestino delgado e

pela excrecéo biliar (Arts et al., 2004).

2.2.2.2.3 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade € definida como a razdo entre a quantidade de
uma substancia ingerida por via oral e a quantidade que € absorvida e
disponivel para atividade enzimatica ou de armazenamento (Jackson, 1997).

Os fatores que mais influenciam a absorcdo de quercetina, primeiramente esta
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relacionada a natureza do agucar ligado e segundo, depende da solubilidade
apos adicao ou conjugagdo com aditivos (D'Andrea, 2015).

Neste contexto, o primeiro estudo farmacocinético da quercetina em
humanos sugeriu uma biodisponibilidade do flavonoide apds uma dose oral foi
muita baixa, aproximadamente 2 % (Gugler et al., 1975). Entretanto, mais
recentemente, utilizando quercetina aglicona marcada com agente radioativo,
verificou uma biodisponibilidade plasmatica absoluta para o flavonoide de 44,8
% em humanos (Walle et al., 2001). Além disso, para obter uma relevante
concentragdo plasmatica em humanos, a dose ingerida deve ser de
aproximadamente 50 mg equivalentes de quercetina aglicona, quantidade
superior a ingerida normalmente em uma dieta (6-18 mg/dia) (Hertog et al.,
1993; Sampson et al., 2002; Zhang et al., 2010). Para potencial aplicacao
clinica da quercetina, a meia vida plasmética do flavonoide e seus metabdlitos
estédo estabelecidos entre 11 a 28 h (Manach et al., 2005; Boots et al., 2008).

2.2.2.3 Catequinas

Outro flavonoide identificado no EEHS e também utilizado neste estudo
€ a catequina. Os flavan-3-ois, abundantes no cha verde, cacau, banana, roma,
dentre outras (Marin et al., 2014), tais como (+) catequina e (-) epicatequina,
ndo sdo glicosilados, entretanto, podem estar associados a ésteres de &cido
gélico. Estes compostos sdo absorvidos nos enterdcitos sem qualquer
desconjugacao ou hidrélise (Nakagawa et al., 1997). Os flavonoides como
catequina e epicatequina sdo 0s constituintes monoméricos dos taninos
condensados (Marin et al., 2014). Proantocianidinas sédo polimeros constituidos
de duas ou trés unidades de flavan-3-ois, sendo as catequinas, exemplo de
unidade mais simples. As proantocianidinas apresentam elevado peso
molecular, sendo que, os oligbmeros maiores que trimeros sao improvaveis de
serem absorvidos no intestino delgado na sua forma nativa, assim, s&o
metabolizados no coélon e transformados para formas aglicona e galato (Deprez
et al., 2001; Marin et al., 2014).

A meia vida plasmatica desses compostos ¢é estimada entre 3 a 4 horas

(Lee et al., 2002), sendo a biodisponibilidade das catequinas influenciada por
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diversos fatores, dentre eles, incluem a degradacdo oxidativa, instabilidade
gastrointestinal, baixa permeabilidade e transformacfes metabdlicas (Bansal et
al., 2013). Neste sentido, diversos estudos foram conduzidos na tentativa de
melhorar a biodisponibilidade das catequinas (Lee et al., 2002; Lambert et al.,
2004; Batchelder et al., 2004; Siddiqui et al., 2009; Wang et al., 2014), assim
como, existem tentativas de desenvolvimentos de analogos das catequinas
com melhor potencial de uso terapéutico (Bansal et al., 2013).

Compostos fendlicos apresentam semelhancas do ponto de vista
farmacocinético, sendo apresentadas de forma resumida, as vias de absorcao
e metabolismo desses compostos na (FIG. 8).

FIGURA 8 - Resumo das vias de absor¢cdo e metabolismo de compostos
fendlicos e derivados provenientes da dieta em humanos.
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Portanto, extratos naturais e derivados fendlicos com potencial
farmacoldgico antimicrobiano, antioxidante, citotéxico (Santos et al., 2016),
anti-inflamatério (Endringer et al., 2009; Geller et al., 2015), de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (Penido et al.,, 2017), antiobesidade (Araldi et al.,
2014; Antunes et al., 2016), antidiabético (Pereira et al., 2015), entre outras,
podem servir como estratégia de tratamento alternativo seguro e com menor
custo quando comparados as drogas sintéticas (Birari e Bhutani, 2007; Slanc et
al., 2009; de la Garza et al., 2011; Jeong et al., 2016).
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2.3 MICRO-ORGANISMOS DE IMPORTANCIA MEDICA

Extratos da casca de H. speciosa apresentaram efeito antimicrobiano
contra cepas de Staphylococcus aureus (Gram-positivo) e Helicobacter pylori
(Gram-negativo) (Moraes et al., 2008). Amin et al. (2015) demonstraram que o
flavonoide quercetina, também presente nos extratos de H. speciosa,
apresenta acdo contra micro-organismos de importancia médica, incluindo
cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA), nome
designado a cepa que apresenta resisténcia as penicilinas e considerada um
grande problema em hospitais e comunidades do mundo inteiro (Diekema et
al., 2001).

A descoberta e 0 desenvolvimento do antibiético penicilina no inicio do
século passado trouxe esperanca para a ciéncia médica. Entretanto, ndo muito
tempo apos a sua introducdo, foi verificado o fenbmeno da resisténcia ao
antibiético em bactérias antes suscetiveis a sua acao (Chandra et al., 2017). O
uso indiscriminado e irracional de antibidticos criou um desafio sem
precedentes, o desenvolvimento da resisténcia aos antibiéticos é globalmente
preocupante, principalmente em quatro patdégenos, MRSA, Klebsiela
pneumonie resistente a multiplas drogas e produtoras de carbapenemases,
salmonella ndo tifoide e Micobacterium tuberculosis resistente a multiplas
drogas e extremamente resistente as drogas (Prestinaci et al., 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou maior resisténcia
antimicrobiana entre 0os micro-organismos presentes em infeccbes do trato
respiratorio, diarréia, meningite, sifilis, gonorréia e tuberculose (WHO, 2014).
Entretanto, infeccbes em ambientes hospitalares por micro-organismos
resistentes tém evoluido para endocardite infecciosa, artrite séptica,
osteomielite, sepse e choque séptico, tornando o tratamento mais desafiador,
dispendioso e com maior mortalidade (Van Hal et al., 2012; Tong et al., 2015).
A sepse é uma disfuncdo do organismo com risco de vida para o paciente em
resposta a uma infec¢do generalizada (Greenhalgh, 2017). As bactérias sdo os
micro-organismos que mais tem apresentado resisténcia, porém, infeccdes
fungicas sistémicas ocasionadas por diversas espécies de Candida, sdo de

dificil diagnostico, de tratamento limitado e com altas taxas de mortalidade,
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uma vez que, o0 numero de antifUngicos disponiveis no mercado € bem
reduzido (Cannon et al., 2009).

Infeccbes hospitalares sdo muitas vezes associadas a ventilacao
artificial, uso de cateter de acesso venoso central e procedimentos que podem
acarretar em maior morbidade e mortalidade (Prestinaci et al., 2015). Segundo
Marra (2016), € necessaria a introducdo de medidas de prevencdo para estas
infeccbes, principalmente em unidades de terapia intensiva, bem como em
diferentes unidades hospitalares. Tais medidas preventivas sdo extremamente
importantes, tendo em vista que, caso haja falha na terapia convencional,
havera aumento nas altas taxas de morbidade e mortalidade, e maiores custos,
principalmente quando antimicrobianos novos e mais caros sao adicionados na

pratica clinica (Prestinaci et al., 2015).

2.3.1 Bactérias

2.3.1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positivo que apresenta
capacidade de promover principalmente infeccdes de pele e tecidos moles,
pneumonia e infecgBes sanguineas (Chessa et al., 2015). Dentre a espécie,
cepas de MRSA emergiram durante a década de 1960 e se espalhou nos anos
seguintes em associagcdo com o aumento do numero de pacientes idosos e
imunocomprometidos (WHO, 2014). Esse micro-organismo pode causar
infeccbes graves, incluindo peneumonia, infeccdes do sitio cirdrgico,
bacteremia e sepse. Infec¢cdes hospitalares por MRSA estdo associadas ao uso
de dispositivos médicos, dentre eles, cateteres de acesso venoso central e
hemodialise (Prestinaci et al., 2015).

As infeccbes por MRSA requerem tratamento com antibacterianos de
segunda linha, como a vancomicina e teicoplanina, entretanto, € mais caro, e
por ser injetaveis necessita de monitoramento cuidadoso para prevengdo de
efeitos secundarios adversos (WHO, 2014). Novas op¢bes de tratamento das
infeccbes por MRSA, como o linezolid e daptomicina, também séo caros e néo

desprovidos de efeitos colaterais (WHO, 2014; Prestinaci et al., 2015). Estudos
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epidemioldgicos realizados pelo National Nocomial Infections Surveillance
afirma que 59,5 % das infec¢cdes hospitalares em unidades de cuidado
intensivo sdo provocadas pelo MRSA (NNIS, 2004). Globalmente, as
proporcdes de infeccbes pelo MRSA ultrapassam os 20 % nas regifes da
OMS, sendo que em alguns paises, ultrapassam os 80 % (WHO, 2014). No
Brasil, infeccbes ocasionadas por MRSA também sdo frequentes quando
comparados a estirpe sem resisténcia, sendo em unidades de cuidados

intensivos, entre 40 a 80 % das infeccbes (Anvisa, 2016).

2.3.1.2 Klebsiela pneumonie

Klebsiela pneumonie €& um bacilo Gram-negativo classicamente
descrito por causar pneumonia adquirida na comunidade e que apresenta altas
taxas de mortalidade quando associada a pacientes com alcoolismo crénico ou
imunodeprimido. Entretanto, aléem de pneumonia, podem ocasionar infec¢cdes
do trato urinario, bacteremia, abscesso hepatico, meningite e endoftalmite
(Eisenstein e Zaleznik, 2000; Landman et al., 2007). Além disso, segundo
Chelazzi et al. (2015), 65,2 % das bactérias que promovem infeccdes em
unidades de terapia intensiva sdo Gram-negativo, dentre elas, destaca-se a
Klebsiela pneumonie, responsavel por 30 % das infec¢des.

A resisténcia mediada por beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) inativa todas as penicilinas, cefalosporinas (incluindo de terceira
geracdo) e aztreonam. Estudos recentes apresentam uma prevaléncia de
Klebsiela pneumoniae produtor de ESBL de 38,9 % na Europa, 8,8 % nos
Estados Unidos da América e 21,5 % na regido da Asia-Pacifico (Delgado-
Valverde et al., 2013). A OMS relatou que a resisténcia de cefalosporinas de
terceira geragcdo para esse micro-organismo foi superior a 30 % em todo o
mundo e superior a 60 % em alguns paises (WHO, 2014). Além disso, em 1996
foi identificado a primeira Klebsiela pneumonie resistente a maltiplas drogas e
produtoras de carbapenemases (KPC), enzima com capacidade de hidrolisar
todos os beta-lactamicos, incluindo o carbapenem (Prestinaci et al., 2015).

Neste sentido, poucas opcdes terapéuticas permanecem viaveis para

tratamento de infec¢bes causadas por KPC, dentre elas, a colistina, antibiotico
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antigo e muito toxico. Entretanto, de 178 infec¢des por KPC em um hospital na
Italia, 43 % apresentaram resisténcia a colistina. Diante dessa constatacdo, a
necessidade de prevencéao e controle de infeccOes por estes patdgenos quase
gue intrataveis sdo altamente necesséarias (Monaco et al., 2014; Prestinaci et
al., 2015).

2.3.1.3 Proteus mirabilis

A bactéria do género Proteus € um bacilo Gram-negativo de
crescimento rapido e foi descrita pela primeira vez por Gustav Hauser em 1885.
Essa bactéria apresenta recursos excepcionais que podem ser explorados para
uso em biorremediacdo de ambientes, uma vez que, podem utilizar metais
pesados e produtos toxicos como fonte de energia e nutricdo (Drzewiecka,
2016).

Entretanto, Proteus mirabilis, micro-organismo que faz parte da flora
normal do intestino humano, promove bacteritria assintomatica e infeccbes
sintomaticas do trato urinario, particularmente em pacientes hospitalizados
utilizando cateter urinario, idosos, diabéticos e com anormalidades estruturais
do trato urinario (Stickler, 2014). Estudo realizado na Ameérica do Norte,
acompanhando 3.000 casos de infec¢cdo do trato urinario, verificou uma
prevaléncia de infeccdo por Proteus mirabilis de 4 % (Karlowsky et al., 2011).
Entretanto, tais infeccdes por Proteus mirabilis podem evoluir para bacteremia
e sepse (Schaffer e Pearson, 2015).

A infeccdo do trato urinario é o tipo mais frequente ocasionada por
essa estirpe de micro-organismo, entretanto, infeccdo no trato respiratorio,
olho, ouvido, nariz, pele, garganta, queimaduras e feridas, meningoencefalite
neonatal, empiema, osteomielite e raramente artrite séptica podem ser
observadas (Schaffer e Pearson, 2015; Shiti et al., 2017).

A formacdo de biofilme, condicdo que confere maior resisténcia do
Proteus mirabilis a acdo do sistema imune do hospedeiro e aos antibibticos &
ocasionada pela capacidade de motilidade e secrecdo de polissacarideo, que

em contato com superficies solidas promovem fixacdo e crescimento,
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principalmente em cateteres e equipamentos médicos (Foris e Snowden,
2017).

Os mecanismos de escape desenvolvidos pelas bactérias em geral,
tem apresentado elevada resisténcia aos agentes antimicrobianos, fendmeno
descrito como preocupante, uma vez que, o desenvolvimento de novas drogas
convencionais esta diminuindo e o nimero de medicamentos inovadores que
chegam ao mercado, ainda parece insuficiente para atender a demanda
crescente da resisténcia bacteriana (Brow et al., 2014). Neste sentido, estudos
sugerem que a evolugao da resisténcia associada a producao insuficiente de
agentes antimicrobianos tem levado segmentos a se preocupar com uma

eminente era pos-antibioticos (Appelbaum, 2012).

2.3.1.1.1 Resisténcia bacteriana

Recentemente, a OMS iniciou a primeira semana mundial de
consciéncia ao uso de antibidticos, alertando sobre a ameaca global da
resisténcia antimicrobiana e o uso inadequado de agentes antimicrobianos
(World Antibiotic Awareness Week, 2015). A resisténcia bacteriana € facilitada
pela pressdo seletiva do uso de antimicrobianos na clinica e em outras
atividades, como agricultura, pecuaria e meio ambiente (Prestinaci et al., 2015).
O aumento nas taxas de resisténcia aos antimicrobianos é reconhecido em
todo o mundo, bem como, um aumento na frequéncia de isolados clinicos
resistentes a multiplas drogas. Além disso, o termo extremamente resistente as
drogas foi aplicado em isolados para os quais ndo ha opc¢des terapéuticas
disponiveis (Paterson e Doi, 2007). A resisténcia aos agentes antimicrobianos
tem implicacbes importantes de morbidade, mortalidade e custos financeiros
elevados, tanto em hospitais, quanto na comunidade (Cosgrove et al., 2005).

A resisténcia bacteriana prejudica a capacidade de tratamento das
infeccbes, 0 que representa um desafio crescente para os servicos de saude
publica em todo o mundo (Smith e Costa 2013). Espécies de bactérias quando
resistentes aos agentes antimicrobianos aumentam a morbidade e mortalidade
em infeccbes hospitalares, principalmente por promover sepse grave e choque

séptico (Prestinaci et al., 2015). Essa situacdo fez o centro de controle e
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prevencdo de doencas dos Estados Unidos da América a iniciar o
monitoramento dessas infec¢des (CDC, 2013).

Os agentes antimicrobianos séo distribuidos em categorias de acordo
com seu mecanismo de acdo. Dentre as acOes desenvolvidas pelos
antimicrobianos, incluem a interferéncia na sintese da parede celular, DNA e
RNA, lise da membrana bacteriana, inibicdo da sintese proteica e interferéncia
metabdlica, entre outras (Chandra et al.,, 2017). Para que 0s agentes
antimicrobianos tenham eficacia, é importante que o farmaco esteja em
guantidades suficientes para ultrapassar a membrana celular bacteriana e
intracelularmente alcancar os alvos moleculares. No interior da bactéria, a
droga precisa interagir com seu alvo e desencadear a morte da bactéria,
evitando a acdo de bombas de efluxo (Brow et al., 2014). Também, o
antimicrobiano precisa evitar a inativagdo por enzimas capazes de modificar o
farmaco no ambiente extracelular ou no interior da célula (O’shea e Moser,
2008).

Entretanto, as bactérias utilizam mais de um caminho para evitar a
acdo dos antimicrobianos, dessa forma, a acdo conjunta de varios mecanismos
podem produzir aumento da resisténcia, conforme ilustrado na (FIG. 9)
(Cantdn, 2009). Diante de tais dificuldades e desafios, existe uma necessidade
urgente para buscar novas moléculas antimicrobianas ou compostos
provenientes de plantas que tenham um amplo espectro de atividade contra
espécies bacterianas (Chandra et al., 2017).

Tal resisténcia constitui uma capacidade adquirida ou intrinseca do
micro-organismo (Rice e Bonomo, 2005). Para se tornar resistente aos agentes
antimicrobianos, comunidades bacterianas utilizam estratégias diferentes,
incluindo respostas de engenharia (De la Cruz et al., 2002). Respostas naturais
incluem o uso da maquinaria bacteriana pré-existente ou de genes adquiridos
de outras bactérias e mutacdo em genes pré-existentes (resposta pré-ativa) ou
de genes adquiridos (resposta pos-ativa). Alguns desses mecanismos
requerem processos de engenharia que envolve diferentes plataformas
genéticas usadas para mobilizacdo, aquisicdo e montagem dos genes de
resisténcia adquiridos (Dzidic, et al., 2007; Cantén, 2009).
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Dentre as formas pelas quais as bactérias promovem resisténcia aos
antibioticos, a intrinseca pode ser ocasionada por proteinas que funcionam
como bomba de efluxo, presente em Escherichia coli, Pseudomas spp. e
Campylobacter jejuni (Lomovskaya e Bostian, 2006; Rahman et al., 2017).
Esse bombeamento pode acontecer em bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo através da aquisicdo de plasmideos provenientes de micro-
organismos resistentes as quinolonas (Chopra e Roberts, 2001; Canton, 2009).
O efluxo ativo em bactérias é realizado por proteinas ndo especificas, que
identificam e expulsam produtos quimicos e agentes antibacterianos sem
alteracdes ou degradacao (Kumar e Schweizer, 2005).

A transferéncia de material genético entre as mesmas espécies
bacterianas ou espécies diferentes, além da transferéncia através do progenitor
para sua progénie, é denominada transferéncia horizontal. As espécies
bacterianas podem trocar o material genético através dos processos de
recombinacdo genética transformacéao (incorporacéo de DNA livre), conjugacao
e transducado (mediada por bacteridfago) (Chandra et al., 2017).

Estes processos de transmisséo genética sao facilitados por elementos
genéticos moéveis (transposons, integrons, plamideo) (WHO et al., 2014). Os
plasmideos s&o materiais extracromossOémicos presentes nas bactérias e
carregam genes codificantes para resisténcia a certos tipos de antibidticos que
podem ser transmitidos a outras bactérias através da conjugacdo. Durante a
conjugacao, o pilus sexual que se forma entre duas células bacterianas é o
modo através do qual o material genético ou plasmideo que transporta genes
resistentes sao transferidos (Chandra et al., 2017).

Bactérias patogénicas desenvolveram resisténcia aos antibidticos -
lactdmicos por modificagdo da droga ou liberando enzimas, como transferases
que inibem ou quebram a estrutura quimica dos antibioticos (Wright, 2005). Em
bactérias Gram-negativo, os aminoglicosideos tornaram-se ineficazes, uma vez
que, essas bactérias promovem a modificacdo de antibidticos através da
fosforilacdo, adenilacdo e acetilagdo (Bush e Fisher, 2011). As B-lactamases
hidrolisam a ligacdo do anel beta-lactamico dos antibiéticos, destruindo assim,
o local de ligacdo dos antimicrobianos B-lactamicos as proteinas de ligacao a

penicilina nas bactérias (Wright, 2005).
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A acgéo da penicilina foi rapidamente prejudicada com o aparecimento
de resisténcia do Staphylococcus aureus devido a penicilinase mediada por
plasmideos. Essa (B-Lactamase rapidamente se espalhou para a maioria dos
isolados clinicos de Staphylococcus aureus, bem como para outras espécies
de estafilococos (Zahar et al., 2015). Mais de 1000 enzimas B-lactamases de
ocorréncia natural foram identificadas (Bush e Fisher, 2011).

As [B-lactamases de interesse clinico e que apresentam espectro de
acado distinto sobre os farmacos, sdo B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) em Escherichia coli, Klebsiela pneumonie e Proteus mirabilis, KPC e
metalobetalactamase em Klebsiela pneumonie e Escherichia coli,
respectivamente, e [-lactamase classe C (AmpC) em Escherichia coli
(Thompson, 2001; WHO, 2014; Prestinaci et al., 2015). A producdo de ESBL
mediada por plasmideo hidrolisa penicilinas, cefalosporinas e aztreonam,
entretanto, sdo inibidas por inibidores de beta-lactamases, incluindo o &cido
clavulanico, o tazobactam e o sulbactam (WHO, 2014). KPC sao eficientes em
hidrolisar todas as cefalosporinas, monobactamicos, carbapenemicos e até
mesmo inibidores de B-lactamases (Carmeli et al., 2010; Akova et al., 2012).
AmpC néo é produzida cromossomicamente por Proteus mirabilis e Klebsiela
pneumoniae, uma vez que, nado possuem o gene (Thompson, 2001),
entretanto, podem apresentar a producdo dessa enzima devido a transferéncia

plasmidial do gene Blaampc adquirido de outras bactérias (Alvarez et al., 2004).

FIGURA 9 - Mecanismos gerais de resisténcia aos antimicrobianos.
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Os agentes antimicrobianos atuam em um local da bactéria através da
ligacdo e modificacdo da sua funcéo, esse local € chamado de alvo. As células
bacterianas tornaram-se resistentes a alguns antibiéticos devido a mutacao
desse alvo. A alteracdo ou modificacdo do alvo pode ser ocasionada pela acéo
de enzimas constitutivas e induziveis produzidas pelas bactérias (Chandra et
al., 2017). Em MRSA a modificacdo do alvo acontece devido ao elemento
genético transponivel moével (transposon ou sequéncias de DNA movel)
SCCmec, que contém o gene de resisténcia MecA, que codifica para a sintese
da proteina de ligacao a penicilina 2a (PBP2a) (WHO, 2014).

As fluoroquinolonas interferem na agdo da DNA girase e topoisomerase
IV. Para Staphylococcus spp. DNA girase € considerado um alvo limitado de
acao das quinolonas, enquanto que topoisomerase IV é o alvo primario de sua
acado. Neste sentido, em Staphylococcus spp. a resisténcia contra quinolonas
acontece devido a alteragBes desenvolvidas principalmente no alvo primério
(Chandra et al., 2017).

Outra forma de resisténcia é a alteracdo da permeabilidade da
membrana externa, que ocorre por meio de proteinas na membrana externa
chamadas de porinas que possuem a capacidade de produzir grandes canais
abertos, permitindo a passagem de agua, nutrientes hidrofilicos e o efluxo de
residuos. Entretanto, porinas em bactérias Gram-negativo também podem

excluir antibiéticos e inibidores (sais biliares) (Scorciapino et al., 2016).

2.3.2 Fungos

Os fungos apresentam potencial patogénico e sao representados por
um grupo diversificado de organismos, eles podem viver como saprdfitas,
simbionte, comensais ou parasitas (Murray et al., 2005). Tais organismos s&o
classificados num reino proprio e distinguem-se de outros organismos
eucariotas por serem quimiorganoheterotroficos, apresentam parede celular
rigida composta por quitina e glucano e uma membrana celular em que o
ergosterol substitui o colesterol. Dentre as estirpes, os fungos filamentosos ou
pluricelulares constituem a maioria (Murray et al., 2005). Os fungos

leveduriformes sdo fungos unicelulares, entretanto, Candida € um fungo
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dimérfico com caracteristicas fenotipicas distintas em sua forma leveduriforme
e hifa (Rizzetto et al., 2015).

2.3.2.1 Candida spp.

Infeccdes oportunistas apresentam elevada taxa de morbidade e
mortalidade (Gudlaugsson et al., 2003). Leveduras do género Candida sdo
agentes patogénicos oportunistas mais comuns de infeccbes em humanos,
ocasionando 80 % de todas as infec¢des fungicas em ambiente hospitalar (Kim
e Sudbery, 2011). Os fatores de risco e sepse tardia por Candida sp, incluem
pacientes com internacdo por mais de 72 h em unidades de terapia intensiva,
exposicao a antibidticos de amplo espectro, terapia imunossupressora, nutricao
parenteral e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Cassone e
Cauda, 2012; Colombo, 2014, Doi et al., 2016).

Apesar de todos os avangos nas praticas meédicas, infeccoes
sistémicas por Candida sp. sao consideradas de dificil diagndstico,
hospitalizagdo prolongada, taxa de mortalidade proxima de 50 % e elevados
custos para os sistemas de saude (Colombo et al., 2014; Doi et al., 2016). No
Brasil, Doi et al. (2016) avaliou 2,563 casos de infec¢cdes sanguineas por
Candida sp. (candidemia), o qual apresentou taxa de mortalidade relacionada
as essas infecdes de 72,2 %.

Estudo recente realizado por Magill et al. (2014) em 183 centros
médicos dos Estados Unidos da América, demonstraram que Candida sp. foi
identificada como a causa mais comum de candidemia. Embora Candida
albicans seja considerado o principal agente associado a candidemia,
infec¢des por outras espécies vém aumentando e pode apresentar resisténcia
a alguns agentes antifungicos (Doi et al., 2016). Nos paises europeus e nos
Estados Unidos da América, as taxas de resisténcia ao fluconazol e
equinocandina sdo crescentes (Pfaller et al., 2011). Além de Candida glabrata
e Candida krusei, a resisténcia ao fluconazol também foi documentada entre
estirpes de Candida tropicalis e Candida parapsilosis de diferentes regides
(Castanheira et al., 2014). No Brasil, a resisténcia de Candida sp. a
equinocandina e anfotericina B sdo raros (Doi et al., 2016). Bizerra et al. (2014)
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publicaram o primeiro caso de resisténcia a equinocandina no Brasil, além
disso, destacam a necessidade de realizacdo de atividades de vigilancia
continua para identificacdo de mudancas nas taxas de incidéncia, popula¢cdes
suscetiveis, agentes etiologicos resistentes aos antifungicos. Adicionalmente, o
aumento de isolados clinicos resistentes e multirresistentes de Candida sp.

atenta para a necessidade de novos agentes antifungicos (Whaley et al., 2017).

2.3.2.2 Microsporum canis

A incidéncia de infec¢cbes ocasionadas por fungos varia de acordo com
condicbes econdmicas, regido geografica, habitos culturais e a quantidade de
pessoas em condicdes de risco para aquisicdo de infeccdes fuangicas
(Giacomazzi et al., 2016). Infeccbes menos graves e superficiais sao
desenvolvidas por fungos dermatofitos. Tais fungos keratinoliticos sé&o
frequentemente divididos em trés grandes grupos, com base no seu habitat
natural e preferéncia em relagcdo ao hospedeiro (Baldo et al., 2011; Oke et al.,
2014). Assim, existem as espécies geofilicas, geralmente existentes no solo e
gue ocasionalmente podem ser patogénicas para humanos; espécies zoofilicas
que preferem os animais para hospedeiro, mas também podem infectar os
humanos; e as espécies antropofilicas que sao tipicamente patogénicas para
humanos (Havlickova et al., 2008).

Dermatofitos se adaptaram ao ambiente usando uma variedade de
proteinas do hospedeiro como nutriente, particularmente a queratina, eles
secretam proteases que degradam a pele e proteinas do cabelo. Estudos
demonstram que a compreensao dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos
em uma infeccdo dermatdfita é considerada como base para o
desenvolvimento racional de novas estratégias profilaticas e terapéuticas
(Vermout et al., 2008; Baldo et al., 2011).

Microsporum canis constitui a principal espécie do género transmitida
de animais para humanos, causando especialmente Tinea capitis, infeccéo
fungica superficial comum entre criangcas que entram em contato
principalmente com gatos (Havlickova et al., 2008; Nenoff et al., 2013). As

manifestacdes clinicas de Tinea capitis em humanos variam de suave, com

34



pouca perda de cabelo até alopecia extensa com gandes placas inflamatérias e
pustulares (Hay, 2017). Os gatos adultos sédo frequentemente portadores
assintomaticos, entretanto, devem ser considerados infecciosos. Os principais
sinais de infeccdo por Microsporum canis nos gatos incluem, a perda de pelo
com falhas circulares, descamacgao, coceira, erosbes e crostas podem ser
observadas em animais jovens e gatos imunossuprimidos (Frymus et al., 2013).
Os seres humanos podem se infectar por contato direto com animais doentes
Ou escovas, roupas contaminadas e com esporos que podem permanecer
virulentos por um ano no ambiente (Nenoff et al., 2013).

Nos paises em desenvolvimento, Microsporum audouinii e
Trichophyton soudanense sdo 0s agentes etioldgicos mais frequentemente
isolados, entretanto Microsporum canis e Trichophyton tonsurans sdo mais
frequentes em paises Europeus (Nweze e Okafor, 2005). Os protocolos de
tratamento para Tinea capitis variam de 4 a 8 semanas de duracéo e as drogas
utilizadas incluem, Terbinafine, Itraconazol e Griseofulvin (Hay, 2017).

Outros fungos que tem apresentado alta incidéncia de infec¢coes em
ambientes hospitalares sdo os fungos filamentosos do género Mucor e
Fusarium e isso ocorre principalmente devido a presenca de fontes de
manutencdo e propagacdo desses micro-organismos em infeccdes
oportunistas (Arvanitidou et al., 2000). Por se tratar de infec¢Oes oportunistas,
The Japanese Mycology Study Group (2007) verificou maior risco de infec¢des
em pacientes com neutropenia prolongada, uso de corticosteroides, linfopenia,

transplante de medula 6ssea e diabetes.

2.3.2.2.1 Resisténcia antifungica aos azoélicos

Os azolicos sdo os antifungicos mais utilizados para tratar infeccbes
por Candida. Dentre a classe dos azdlicos, o fluconazol é frequentemente
considerado o tratamento preferido para tratar muitas infecgdes por Candida,
pois sdo de baixo custo, apresentam toxicidade limitada e estdo disponiveis
para administracdo oral (Whaley et al., 2017). Entretanto, ha extensa

documentacdo da resisténcia intrinseca e desenvolvida aos antifungicos
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azolicos entre varias espécies de Candida (Sanglard e Odds, 2002; Tsao et al.,
2009; Pfaller et al., 2010; Castanheira et al., 2014; Whaley et al., 2017).

Os mecanismos de resisténica antifUngica aos azolicos desenvolvidos
em espécies de Candida, apresentados na (FIG. 10) incluem o aumento da
expressdo de bombas de efluxo, alteracdes em proteinas alvo e na composi¢ao
de esterdis da membrana celular (Sanglard e Odds, 2002; Whaley et al., 2017).
Dentre 0os mecanismos, inclui a inativacdo por mutacdo no gene 3 de
biossintese do esgosterol (Erg3), absorcdo de esterdis exdbgenos com menor
afinidade pelos azoles, menor acumulo intracelular desses medicamentos
devido ao aumento da producédo de bombas de efluxo transportador cassete
ligador de ATP (ABC) e superfamilia dos principais facilitadores (MFS) e
mutacdes no gene 11 de biossintese de esgosterol (ERG11), resultando em
menor afinidade da droga com a enzima alvo 14a-demetilase (ERG11p), entre
outros (Sanglard e Odds, 2002; Whaley et al., 2017).

A expressdo de bombas de efluxo na membrana plasmatica e
alteracdes na biossintese de ergosterol em Candida constituem os principais
mecanismos responsaveis pela resisténcia antifingica aos azolicos (Tsao et
al., 2009; Whaley et al., 2017). As bombas MFS parecem ter uma gama
limitada de substratos, considerando que os transportadores ABC tém
especificidade mais ampla e de maior significado clinico (Cannon et al., 2009).
Andlises do genoma de Candida albicans demonstraram que duas proteinas
transportadoras do tipo ABC, CaCdrlp e CaCdr2p séo relacionadas com
resiténcia aos azolicos (Perea et al., 2001). Cdrlp é a principal determinante da
resisténcia a tais medicamentos (Tsao et al., 2009; Tsao et al., 2016). A
proteina tipo MFS CaMdrl é a principal relacionada ao processo de resiténcia

aos azoles (Ben-Yaacov et al., 1994; Whaley et al., 2017).
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FIGURA 10 — Mecanismos de resisténcia antifingica aos azélicos
desenvolvidos em espécies de Candida.
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Fonte: Whaley et al. (2017).
2.4 MUTAGENESE

Os genomas de todos 0s organismos vivos estdo constantemente
sujeitos ao acontecimento de danos, quer por agentes externos ou por
processos enddégenos, tais como dano no DNA (Williams e Sobol, 2013; Liu et
al., 2016). Mutagenicidade faz referéncia a inducao de alteracdes permanentes
na sequéncia de DNA de um organismo, 0 que pode resultar em mudanca nas
caracteristicas hereditarias dos sistemas vivos. As mutacdes podem alterar um
anico gene, bloco de genes ou cromossomos inteiros. As mutacdes pontuais
sdo as que afetam um ou poucos nucleotideos dentro de um gene, esta € a
alteracdo mais comum na sequéncia de DNA, que pode ser dividida em trés
tipos principais: substituicdo de pares de bases (a substituicdo de um par de
bases com outro); delecéo (a perda de um ou mais pares de bases); e insercao
(a adicdo de pares de bases adicionais na sequéncia de DNA) (Stoczynska et
al., 2014).

O termo "genotoxicidade" €& um conceito mais amplo do que

mutagenicidade e descreve a capacidade dos compostos em afetar a estrutura
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do DNA ou o aparato celular e topoisomerases, que sd0 enzimas responsaveis
pela fidelidade do genoma. Efeitos genotoxicos no DNA nem sempre estdo
relacionadas com mutacdes (Maurici et al 2005; Eastmond et al., 2009).

As mutacbes sdo ocasionadas principalmente por fatores externos,
incluindo agentes quimicos e fisicos, chamados de agentes mutagénicos. Além
disso, mutagbes podem ocorrer espontaneamente devido a erros na replicacéo
do DNA, reparo e recombinacdo (Migliore e Coppede 2002). Em geral, as
mutacBes podem ser agrupadas em negativas, neutras, positivas, subletal e
letal (Cooke et al. 2003). Alteracdes mutagénicas que ocorrem nas células de
linhagem germinativa podem ser transmitidas para as geracbes futuras,
enquanto que mutacdes somaticas podem contribuir para a patogénese de
véarias doencas, incluindo o cancer (lzzotti et al. 2003; Weakley et al. 2010).

O termo "agente mutagénico" refere-se ao agente quimico ou fisico que
€ capaz de induzir alteragbes no material genético de um organismo. Agentes
mutagénicos induzem mutacOes por diferentes mecanismos, dentre eles, a
formacao de adutos por alquilacédo, oxidacdo, aminacéo, fotoadi¢do, hidrolise e
intercalamento de bases por analogia, entre outras (Stoczynska et al., 2014; Liu
et al., 2016). Na TABELA 2, sdo apresentados trés exemplos de agentes
mutagénicos que podem afetar diretamente o material genético e também de
forma indireta, agir sobre o DNA através da sintese de novos produtos
quimicos (Stoczynska et al., 2014).

Produtos quimicos no ambiente podem ser difundidos no ar, agua e
solo (Stoczynska et al., 2014). Um dos primeiros estudos a relatar a formagéo
de tumores em animais experimentais expostos ao alcatrao foi no inicio do
século XX (Yamagiwa e Ishikawa, 1915). Mais tarde, isolaram o benzo[a]pireno
como um componente do alcatrdo de carvdo (Cook et al., 1933). Neste
contexto, muitos produtos quimicos ja foram descritos por ocasionar mutagéo e
cancer (Bechtel, 1989). A exposicdo humana a substancias quimicas
especificas ou agentes fisicos cancerigenos também produz mutacdo, sendo
considerados altamente relevantes ndo s6 para cancer, mas também para
doencas cardiovasculares, teratogénese e envelhecimento precoce
(Vahakangas et al., 1992).
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TABELA 2 - Agentes mutagénicos empregados neste estudo e mecanismos de

acao.
Agentes mutagénicos Tipo de mutagénico Mecanismo de acdo Referéncia
Aflatoxina B1 (AFB1) Acdo indireta Estimula a liberagao Alpsoy et al. (2009)
de radicais livres que
promovem aberracfes
cromossémicas
4-nitroquinoline-N-oxide Acdao direta Promove substituicdo Fronza et al. (1992)
(4-NO) de base, principalmen-
te em residuos G,
induzindo transi¢cées
GC para AT
Azida sédica (AZS) Acdo direta Indutor de mutagéne-  Gulluce et al. (2010)

se pela producéo do Stoczynska et al. (2014)
metabolito L-azido-

alanine que interage

com o DNA, induzindo

transicdes GC para AT

Guanina (G), guanina-citosina (GC), adenina-timina (AT).

Agentes mutagénicos sdo convertidos em produtos reativos dentro do
corpo (Miller, 1970). Estes compostos reagem com o DNA, formando adutos de
DNA que conduzem a mutagdo no material genético durante sua replicacdo
(Hemminki et al., 1994). Em cada célula humana, milhares de sitios no DNA
podem sofrer danos todos os dias (Lindahl e Wood, 1999). Varias familias de
DNA polimerases estdo envolvidas na sintese do DNA, desempenhando
funcdes especificas na polimerizacdo do DNA (Liu et al., 2016).

As polimerases pertencentes as familias A, B e X, sdo consideradas de
alta fidelidade e responsaveis pela replicacdo cromossémica, entretanto, tais
polimerases ndo conseguem realizar reparos em danos no DNA (Gill et al.,
2011; Prindle e Loeb, 2012). A natureza bioquimica exata da resposta de dano
no DNA é dependente de variaveis e envolvem a ativagdo de pontos de
verificacdo do ciclo celular, reparo de iniciagdo do DNA, bem como no inicio da
senescéncia celular, morte ou tolerancia de danos no DNA (Williams e Sobol,
2013).

A tolerancia de danos no DNA envolve o recrutamento de polimerases
pertencentes principalmente a familia Y, chamadas de polimerase de sintese
translesdo do DNA (ou também “bypass”), que atuam apos a replicacdo do

DNA (Liu et al.,, 2016). A razdo para esta resposta é aumentar estabilidade
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genética na presenca de danos no DNA celular em replicagéo, entretanto, pode
resultar tanto num reparo do dano, como também, num aumento da
mutagénese ou morte celular (Liu et al., 2016).

Se o reparo de dano no DNA néo for solucionado pelas polimerases
especificas, estes adutos podem produzir deslocamento no quadro de leitura
(frameshifts), pertubando a replicacdo do DNA e originando as mutacoes
(Furukohri et al., 2008) Tais eventos bioquimicos complexos como reparacao
do DNA, tolerancia e resposta aos danos no DNA sdo de importancia critica em
relacdo a estabilidade do genoma e o inicio da carcinogénese, bem como para
a eficicia durante o tratamento quimioterapéutico do cancer (Williams e Sobol,
2013).

O conhecimento sobre o modo de acdo de certos compostos
mutagénicos fornece uma base para explicacdo de como agentes
antimutagénicos podem atuar (Stoczynska et al., 2014). Compostos conhecidos
como antimutagénicos sao capazes de diminuir ou mesmo eliminar os efeitos
mutagénicos de produtos quimicos potencialmente nocivos. O termo
"antimutagénico" foi descrito principalmente para agentes que possuem a
capacidade de diminuir a taxa ou frequéncia de mutacdes induzidas ou
espontaneas (Novick e Szilard, 1952). Este grupo de agentes inclui compostos
naturais e sintéticos (Stoczynska et al., 2014).

Exitem dois diferentes tipos de antimutagénicos, os desmutagénicos e
0os bioantimutagénicos. Desmutagénicos apresentam fungdo extracelular,
capaz de inativar os mutagénicos antes que eles acometam o DNA. Por outro
lado, bioantimutagénicos agem intracelularmente, participando na supressao
da mutacdo do DNA, ilustrados na (FIG. 11) (Kada et al., 1982). Estes
compostos sao capazes de influenciar na reparacao e replicagdo do genoma
(Kada e Shimoi, 1987; De Flora, 1998; De Flora et al., 2001).

40



FIGURA 11 - Mecanismo basico de acdo dos antimutagénicos.
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Fonte: Stoczynska et al. (2014).

Com base no mecanismo de acdo antimutagénica, varias classes de
compostos podem ser classificados, dentre eles, com atividade antioxidante,
inativadores e bloqueadores, bem como compostos com outros diferentes
modos de acéo (Stoczynska et al., 2014). Na TABELA 3 estao ilustrados alguns
exemplos de extratos e compostos com atividade antioxidante e que também

apresentam acao antimutagénica.
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TABELA 3 - Antioxidantes com atividade antimutagénica e mecanismos de

acao.

Extrato ou composto

Mecanismo de acdo

Referéncia

Acido galico

Compostos fendlicos

Acido lipbico

Troxerutina

Magnolol

Extratos ricos em compostos
fendlicos, catequinas, acido
ascorbico, p-caroteno,
antocinainas, acido elagico,
entre outros.

Vanilina

Selénio

EGCG

Cumarinas

Remocéo de mutagénicos e
ligacdo ou insercdo em
transportadores de membrana,
bloqueando a transferéncia do
mutagénico para o citoplasma

Interferéncia com citocromo
P450, interacdo com
metabolitos mutagénicos ativos
e protecdo do DNA contra
mutagénicos pela acéo
eletrofilica

Atividade antioxidante

inibicdo da interacdo com
mutagénicos no DNA

Inibicdo de citocromo P1A1l e
P1A2

Inbicdo de citocromo P4501A1,
bloqueio de mutagénicos,
remoc¢éo de EROs, inibicdo da
nitrosacao e protegdo de sitios
nucleofilicos do DNA

Reparo do DNA

Inbicdo de citocromo P4501A
Induc&o de detoxificagédo por
estimular glutationa s-
transferase e inibicdo da

formacao de mutagénicos

Inibicdo de citocromo P4501A e
2&

Hour et al. (1999)

Marnewick et al. (2000)
De Flora et al. (2001)
Bushman (1998)

Unal et al. (2013)
Subastri et al (2017)
Saito et al. (2006)
Bartsch et al. (1988)

Izquierdo-Vega et al. (2017)

Ferguson (2001)
Peng et al. (2016)

Cheng et al. (1991)
Cheng et al. (2009)

Marumoto et al. (2011)

Compostos

antitumorais

agem

através

de mecanismos

antimutagénicos (Tsai et al., 1996; Dion et al., 1997). Assim, pesquisas com
compostos antimutagénicos com atividade antioxidante representam um campo
em expansao nas pesquisas relacionadas ao cancer (Ferguson e Philpot, 2008;
El-Sayed e Hussain, 2013; EI-Sayed et al., 2013).
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2.5 CANCER

Carcinogénese é um processo complexo que envolve multiplas fases,
onde podem ocorrer alteracdes moleculares e celulares, particularmente de
origem genética (Ramos et al.,, 2008). As trés fases envolvidas no presente
processo incluem, a fase inicial: em que a célula normal é exposta ao agente
carcinogénico, provocando uma alteracdo genética; a fase de progresséo,
caracterizada por desregulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular e
reducdo de apoptose (crescimento do tumor); aumento do potencial
angiogénico e metastatico (Jemal et al., 2008; Ramos, 2008).

Atualmente, o cancer é considerado uma enfermidade em nivel global,
com elevada incidéncia e mortalidade (Ferlay et al., 2015), mesmo em situag&o
de grande diversidade e disponibilidade quimioterapéutica (Rai et al., 2016). As
metastases sdo a principal causa de morte por cancer (WHO, 2016).
Aproximadamente 14 milhGes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes foram
relacionadas ao cancer em 2012 (McGuire, 2014). Dentre os tipos de cancer,
as leucemias afetam diversas linhagens de células sanguineas. As linhagens
gue originam de precursor mieloide, especificamente leucemia mieloide aguda
(LMA), é também chamada de leucemia aguda mielocitica, leucemia mieloide
aguda, leucemia granulocitica aguda, leucemia nao-linfocitica aguda. O termo
"Aguda” significa que séo leucemias de células imaturas (Blastos), que nédo se
diferenciam e podem progredir de forma rapida se ndo for tratada e
provavelmente fatal em poucos meses. Para este tipo de leucemia, é estimado
para 2016 o surgimento de aproximadamente 20.000 novos casos, com
projecdo de 10.500 mortes nos Estados Unidos (American Cancer Society,
2016).

A maioria dos casos de LMA se desenvolve em células do sangue que
vao se diferenciar em leucécitos (glébulos brancos), com excecdo dos
linfécitos, mas alguns casos de LMA se desenvolvem em outros tipos de
células sanguineas. Tal doenca tem origem na medula 6ssea, mas na maioria
dos casos ela avanga rapidamente para a corrente sanguinea. Por vezes, pode
espalhar para outras partes do corpo, incluindo os nodulos linfaticos, figado,

baco, sistema nervoso central e testiculos (American Cancer Society, 2016).
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O prognodstico da LMA continua desfavoravel, principalmente para
pacientes idosos. Nao ha dados precisos de sua real incidéncia no Brasil,
porém a incidéncia aproximada é de trés casos para 100.000 habitantes/ano na
populacdo adulta de outros paises. Com o envelhecimento da populacdo
brasileira, € esperado um aumento na incidéncia de LMA entre 60-70 anos de
idade (Ruutu et al., 2004).

O tratamento da LMA mudou pouco nos ultimos 40 anos. A terapia
padrdo consiste do uso em esquemas de dias com citarabina e antraciclina,
seguida por consolidacdo com quimioterapia adicional ou transplante com
células-tronco. Apesar da terapia intensiva, muitos pacientes apresentam
recaidas e com prognostico desfavoravel. Atualmente, nenhum farmaco foi
aprovado para o tratamento da recaida de LMA (Shafer e Grant, 2016).

Gemtuzumab ozogamicina, um anticorpo monoclonal do antigeno
CD33 (um anti-CD33) conjugado com caligueamicina, um antibiético natural
indutor de apoptose, foi inicialmente aprovado pelo FDA para pacientes idosos
com LMA na primeira recaida de ndo candidatos a quimioterapia citotoxica
padrao (Bross et al., 2001). A droga foi posteriormente retirada do mercado nos
EUA em 2010 (Petersdor et al., 2013). Neste sentido, ha a necessidade
urgente de novas estratégias de tratamentos eficazes para LMA (Shafer e
Grant, 2016).

A maioria dos farmacos quimioterapéuticos disponiveis foram
desenvolvidos com base em genes-alvos reconhecidos ou proteinas
associadas a vias de sobrevivéncia ou proliferacdo celular (Galustian e
Dalgleish, 2010). No entanto, a maior parte destes farmacos tém efeitos
secundarios graves de citotoxicidade sobre células normais. Além disso, as
células cancerigenas também tém capacidade de conferir resisténcia a
determinadas drogas (Lehne, 2000). Na iniciagdo e progressédo do tumor, as
vias de sinalizacdo celular sdo modificadas para favorecimento de
acontecimentos oncogénicos, alterando assim, a homeostase celular (Bianco et
al., 2006). Estudos sobre o cancer mostram uma complexa rede de vias de
sinalizacdo que beneficiam a progressao tumoral, gerando um microambiente

favoravel para a nutricdo celular (Wang et al., 2012; Li et al, 2013).



2.5.1 Definigbes de morte celular

2.5.1.1 Apoptose

Assim como a viabilidade celular é importante para 0s organismos
vivos, a eliminagdo de células desnecessérias é fundamental para manutengéo
da homeostasia de tecidos, 6rgéos e de todo o organismo. Apoptose € um tipo
de mecanismo programado de morte celular, controlada por interacfes entre
varias moléculas responsaveis pela eliminacdo de células indesejaveis (Yang
et al., 2006).

Qualgquer anormalidade no processo de apoptose pode desencadear
varios tipos de doencas, incluindo o cancer, doencas autoimunes e
neurodegenerativas (Horvitz, 1999). A apoptose € regulada por uma variedade
de familia de genes, que agem em conjunto promovendo alteragcbes
morfolégicas e bioquimicas na célula durante o processo (Kiraz et al., 2016).
Diferentes familias de genes estdo envolvidos no processo de apoptose,
incluindo caspases, proteinas inibidoras de apoptose, familia de genes de
células B de linfoma (Bcl)-2, superfamilia de genes do receptor do fator de
necrose tumoral (TNF) e p53 (proteina supressora de tumor) (Galluzzi et al.,
2012).

Ao sofrer apoptose, a célula apresenta alteracdes morfolégicas de
encolhimento celular, condensacédo e fragmentagcdo nuclear e formacao de
corpos apoptéticos (Galluzzi et al., 2009), que pode acontecer basicamente por
estimulacdo de duas vias principais: 1) via intrinseca (ou mitocondrial) que
ocorre principalmente por alteragdes bioquimicas como, liberacéo de citocromo
¢ da mitocOndria, ativando diferentes caspases e 2) via extrinseca que € a
ativacdo do receptor de morte Fas (Fasr), receptor 1 do fator de necrose
tumoral (TNFR1) e receptor TRAIL (TRAILR) por sinais externos a célula. Apés
a ativacdo de diferentes moléculas intermediarias, ambas as vias
desencadeiam ativacdo de caspases finais que geralmente levam a clivagem
de diferentes proteinas envolvidas no processo que sao apresentados na (FIG.
12) (Ghobrial et al., 2005; Galluzzi et al., 2011).

45



FIGURA 12 - Visdo geral das duas principais vias apoptéticas, intrinseca e
extrinseca.
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2.5.1.1.1 Apoptose intrinseca

A apoptose intrinseca (FIG. 13) é independente da sinalizacdo de
receptores, pode ser desencadeada por uma infinidade de condi¢cdes
estressantes intracelularmente, dentre elas, estresse oxidativo, sobrecarga de
Ca'™ citoplasmatico, materiais toxicos, radiacdo, infeccdo viral, citocinas,
hormoénios, danos no DNA, entre outros. Embora a cascata de sinaliza¢cdo que
desencadeia a apoptose intrinseca seja altamente heterogénea em relagéo aos
estimulos iniciadores, todos 0os mecanismos s&o conectados a mitocondria
(Elmore, 2013).

Além da propagacdo da cascata de sinalizagdo pro-apoptética,
mecanismos anti-apoptoticos também estdo envolvidos na tentativa de permitir
que as células possam lidar com o estresse, assim, ambos 0s sinais

convergem para a mitodondria, caso a sinalizagdo pro-apoptética prevaleca,

46



ocorre a permeabilizacdo da mitocondria com liberagdo para o citoplasma de
proteinas indutoras de apoptose (Kiraz et al., 2016).

Citocromo ¢, Smad (proteina que regula o fator de transformacéo do
crescimento (TGF-B) e HtrA2/Omi (Proteina 2 requerente de alta temperatura)
sdo um grupo de moléculas pro-apoptoticas liberadas das mitocondrias que
desencadeiam a ativacdo da cascata protéica de caspases (Galluzzi et al.,
2012). Citocromo c interage com Apaf-1 (Fator ativador de apoptose 1),
resultando na formacédo do complexo “apoptossomo”, ativando pro-caspase-9
em caspase-9. ApoOs ativar caspase-9, ativa pro-caspase-3 em caspase-3,
assim, a cascata final torna-se ativada e o nucleo é fragmentado juntamente
com a ruptura da membrana nuclear (Hill et al., 2004). Este estagio é o evento
inicial da via intrinseca e extrinseca da apoptose, em que a caspase-3 cliva as
diferentes proteinas tais como as kinases, proteinas de controle do DNA,
proteinas do citoesqueleto e inibidoras de endonucleases. A condensacdo do
DNA, a formacdo de vesiculas na membrana e todas as alteracbes
morfologicas sdo reguladas por caspases e desencadeadas por ambas as vias,
intrinseca e extrinseca (Thornberry e Lazebnik, 1998).

Por outro lado, outro grupo de moléculas séo liberadas das
mitocondrias, incluindo proteinas pro-apoptoticas, endonuclease G ou AlF
(Fator indutor de apoptose), entretanto, envolvidas mais tardiamente no
processo, promovendo apoptose independente de caspase que pode ser
visualizado na (FIG. 13) (Kiraz et al., 2016). Estas moléculas quando séo
translocadas para o nucleo, primeiramente promovem fragmentacdo do DNA e
condensacao da cromatina, sendo definida essas a¢cdes como estagio 1; e uma
condensacao avancada com fragmentacado do DNA com auxilio da caspase-3 é
definido como estagio 2 (Susin et al., 2000). Todos os eventos de apoptose
intrinseca sdo controladas principalmente pela familia de proteinas Bcl-2 e
familia de proteinas supressora de tumor p53, essa majoritariamente envolvida
na ativacao das proteinas da familia Bcl-2. Membros da familia Bcl-2 podem
atuar como pro-apoptética (Bax, Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa, Bad e BIk) ou
como anti-apoptética (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-X, e BAG), além de, determinar a
integridade da membrana da mitocondria envolvidas no processo de liberacao

do citocromo ¢ (Cory e Adams, 2002; Elmore, 2013). Adicionalmente, outras
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proteinas estdo relacionadas a inibicdo da apoptose (IAPs-Proteinas inibidoras

de apoptose), que séo inibidas por antagonistas de IAPs (Kiraz et al., 2016).

FIGURA 13 — Via intrinseca da apoptose.
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Fonte: Galluzzi et al. (2012).

2.5.1.1.2 Apoptose extrinseca

O termo apoptose extrinseca tem sido utilizado para casos de morte
celular induzida por sinais de estresse extracelular que sdo detectados e
propagados em receptores especificos na transmembrana (Kiraz et al., 2016).
Apoptose pela via extrinseca € mediada principalmente por sinalizacdo via
receptores de morte que pertencem a superfamilia de genes do fator de
necrose tumoral (TNF) apresentado na (FIG. 14) (Mehlen e Bredesen, 2011). A
sinalizacdo incial ocorre pelas interacbes entre os ligantes e receptores de
morte da membrana celular, tais como ligante Fas (FasL) via receptor Fasr,
ligante TNF via receptor TNF R1 e ligante TRAIL (ligante indutor de apoptose
relacionado com TNF) ao receptor TRAIL R1 (Locksley et al., 2001).
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A ligacdo do ligante FasL ao receptor Fasr induz a ligacdo da proteina
adaptadora Fas associada com dominio de morte (FADD), enquanto que a
ligacdo do TNF ao TNFR promove a ligagdo ao dominio de morte associado a
TNFR (TRADD), resultando em ativacao de pro-caspase-8. Essa pro-caspase 8
é ativada por autocatalise com auxilio do complexo sinalizador indutor de morte
(DISCO), consequentemente, induz a proteina Bid e assim, envolvendo
ativacdo da via intrinseca por sinalizacdo externa, desencadeando todo o
processo realizado pela via intrinseca, ativando caspase-3 e caspase-7
(Galluzzi et al., 2012; Elmore et al., 2013). A Bid, proteina pro-apoptotica
membro da familia Bcl-2, exibe participagcdo comum entre as vias intrinseca e
extrinseca da apoptose. Caspase 8 faz a clivagem e modificacédo lipidica da
proteina citoplasmatica Bid para Bid truncada (tBid), ocorrendo assim, a
interacdo da tBid com a mitocondria, induzido a liberagdo de citocromo c via
moléculas Bak e Bax e formando o apoptossomo (Sax et al., 2002).

Alternativamente, o sinal pro-apoptotico extrinseco podem ser iniciado
por meio dos receptores de dependéncia UNC5A-D (receptor de netrina-1) e
DCC (carcinoma colorretal deletado), que exercem funcdes letais unicamente
quando seus ligantes especificos diminuem a um nivel limiar critico. A indugéo
de apoptose a partir do receptor DCC € ativada quando, na auséncia de seus
ligantes, DCC interage com outras proteinas para formacdo do complexo, o
qual ird ativar a pré- caspase-9. O receptor UNC5-B, na auséncia do seu
ligante Netrina-1, induz a apoptose a partir do recrutamento da proteina
fosfatase 2A (PP2A), a qual ira realizar a desfosforilagdo/ativacdo da proteina
DAPK (Proteina Quinase serina/treonina associada a Morte) (Galluzzi et al.,
2012). A proteina DAPK induzira a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP) e ativacdo de caspase-9 e caspase-8 (via Bid). Efetores
associados a proteina DAPK permanecem desconhecidos, mas DAPK é
conhecida por induzir a morte celular por mecanismos dependentes e
independentes de p53 (Galluzzi et al., 2012; Delcros e Mehlen, 2013).
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FIGURA 14 — Via extrinseca da apoptose.
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Fonte: Galluzzi et al. (2012).

2.5.1.2 Necrose Regulada

Durante muito tempo, a necrose tem sido considerada como um
simples mecanismo de morte celular acidental, sendo definida pela auséncia de
caracteristicas morfolégicas de apoptose e autofagia (Kroemer et al., 2009;
Galluzzi et al., 2007). Entretanto, diversos trabalhos tornaram evidente que a
necrose pode ocorrer de forma regulada (Cho et al., 2009), e que a morte
celular por necrose regulada tem um papel proeminente em varias condi¢cdes
fisiologicas e patologicas (Vandenabeele et al., 2010). A célula em processo de
necrose regulada, também conhecida por necroptose, apresenta
morfologicamente granulacbes citoplasmaticas, bem como, inchaco em
organelas ou inchago celular (‘oncosis’) (Van den Berghe et al., 2014).

Vérios gatilhos podem induzir a necroptose que esta representada na
(FIG. 15), incluindo agentes alquilantes que promovem danos ao DNA,
excitotoxinas e a ligacado a receptores de morte (Cho et al., 2009; He et al.,
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2009; Zhang et al.,, 2009; Zong et al., 2004; Bano et al., 2005). Quando
caspases, em particular, caspase-8, sdo inibidas por manipulacdes genéticas
(knockout ou RNA de interferéncia), ou bloqueadas por agentes farmacoldgicos
(inibidores quimicos de caspases), bem como, o bloqueio farmacolégico do
receptor 1 interagindo com proteina kinase (RIP1) e seu homdlogo receptor 3
interagindo com proteina kinase (RIP3) ocorre e ndo acontece a degradacéo,
essas interacgdes fisicas e funcionais sao formas bioquimicas para definicdo de
um processo regulado de morte celular por necrose (Cho et al., 2009; He et al.,
2009; Zhang et al., 2009; Vandenabeele et al., 2010).

Necroptose pode ser ainda caracterizada por sua dependéncia a
modulos especificos de sinalizacdo. Os casos de necroptose que exibem
ativacdo RIP1 (fosforilacdo de RIP1) (He et al., 2009), suprimida por inibidores
RIP1, incluindo necrostatin-1 (Degterev et al.,, 2008) deve ser rotulado como
necrose regulada dependente de RIP1. A ativacdo dependente de RIP3, mas
independente de RIP1, promovem necroptose, insensiveis a acdo do
Necrostatin-1 (Zhang et al., 2009).

FIGURA 15 - Necrose regulada ou necroptose
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Fonte: Galluzzi et al. (2012).
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2.5.1.3 Morte celular autofagica

A autofagia é um processo catabdlico altamente regulado, que envolve
a degradacdo de componentes celulares proprios, a partir da maquinaria dos
lisossomos, organela digestiva envolvida com morte celular. A autofagia
desempenha um importante papel no crescimento celular, desenvolvimento e
homeostase, ajudando a manter um equilibrio entre sintese, degradacdo e
subsequente reciclagem dos produtos celulares (Galluzzi et al, 2011).

Com base nas caracteristicas morfoldgicas, o termo “morte celular
autofagica” tem sido amplamente empregado para indicar tipos de morte
celular acompanhado de elevada vacuolizacdo citoplasmatica (Galluzzi et al.,
2012). Primeiramente, autofagia foi descrita por mediar o processo fisioldgico
de morte celular in vivo do inseto Drosophila melanogaster. Em um segundo
momento, autofagia parece ser 0 mecanismo de morte em células
cancerigenas quando moduladores essenciais de apoptose nao respondem ao
tratamento in vitro por agentes quimioterapicos (Laane et al., 2009). No
entanto, na maioria dos casos conhecidos, autofagia constitui uma resposta
citoprotetora, ativada pelas células na tentativa de lidar com o estresse, embora
nao iniba a morte celular (Boya et al., 2005).

Os mecanismos moleculares relacionados a autofagia podem ser
divididos em trés processos distintos, tais como, indugdo e alongamento
representados na (FIG. 16) e maturacdo representada na (FIG. 17),
controladas pelos produtos dos genes Atg (Dwivedi e Ahnn, 2009).

Deficiéncia nutricional e estresse sinaliza inibicdo de mTOR, permitindo
deste modo a ativagdo da proteina Ulk 1, o que conduz ao inicio do processo
de autofagia (Deretic, 2010). A proteina alvo da rapamicina (mTOR) quando
ativada é um inibidor da fase de iniciacao. Adicionalmente, na fase de iniciacéo
a autofagia é induzida pelo complexo PI3K Il (fosfatidilinositol 3-cinase de
classe Ill) também designada Vps34, beclina 1 (mAtg6) e pl150 (subunidade
reguladora da Vps34) que forma a nucleacdo do fagéfaro (membrana lipidica
dupla de isolamento) (Sun et al., 2015; Nakayama e Inoue, 2016). A expansao
da membrana autofagica é mediada pela interacéo de proteinas Atgs que séo

responsaveis pelo recrutamento de outra proteina Atg para a membrana, a LC3
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(Atg8). Apoés a fusdo do autofagossomo com o lisossomo, a proteina LC3 é
degrada (Liang et al., 2015; Nakayama e Inoue, 2016).

FIGURA 16 - Inducéo e alongamento na morte celular autofagica
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Fonte: Liang et al. (2015).

A maturacdo ocorre devido a fusdo dos autofagossomos com as
organelas endossomos e lisossomos através da atuacao de diversas proteinas,
tais como Rab7, SNAREs (Receptorde proteinas de ligagdo ao
fator soluvel sensivel a N-etilmaleimida), ESCRT (complexo de triagem
endossomal necessaria para o transporte) e proteinas Vps (“vacuolar protein
sorting”) classe C. A proteina UVRAG (proteina associada ao gene de
resisténcia a radiacao UV) recruta proteinas Vps da classe C e por via dessa
interacdo ativa Rab7 que promove a fusdo. Também participa da fusdo, a
Rubicon, uma proteina que interage com Beclina 1 (Ravikumar et al. 2010). A
acetilacdo da Beclina 1 inibe a maturagdo do autofagossomo, promovendo o
recrutamento de rubicon. A desacetilacdo de Beclina 1 por sirtuina 1 (SIRT1),

promove a maturacao do autofagossomo (Sun et al., 2015).
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FIGURA 17 - Maturag&o na morte celular autofagica
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Fonte: Sun et al. (2015).

Ha participacdo dos lisossomos no processo de morte celular
programada e a permeabilizacdo da membrana lisossomal com subsequente
liberacdo de enzimas proteoliticas para o citoplasma, tem uma ativa
contribuicdo para a iniciacdo e execucao da apoptose (Chwieralski et al., 2006).
Tais enzimas, presentes nos lisossomos, apresentam capacidade para
decompor acidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipideos (de Duve, 2005).
Em condicbes fisiolégicas, estas proteases sdo localizadas dentro dos
lisossomos, e sdo liberados para o citoplasma apds estimulacdo ou dano
celular. Dentre elas, catepsinas desempenham um papel importante na
regulacéo da apoptose dependente e independente de caspases (Chwieralski
et al., 2006; Mitchell et al., 2007; Owa et al., 2013). Dessa forma, a a¢do das
catepsinas apds sua liberacdo para o citoplasma é ativacdo de Bid,
degradando proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 e ativando apoptose via

mitocondrial conforme representada na (FIG. 18) (Cesen et al., 2012).



FIGURA 18 - Enzimas lisossomais e ativacdo de sinalizagdo pro-apoptética.
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Além das modalidades de morte ja mencionadas, catastrofe mitética,
anoiques, entose, phartanatos e piroptose sdo outros exemplos de morte
celular, sendo algumas descritas como novas modalidades de morte celular
(Galluzzi et al., 2012). Adicionalmente, enquanto a morte celular por necrose
nao regulada promove inflamacédo, processos de morte celular programada
acionam mecanismos anti-inflamatorios para remocédo de material apoptotico,

prevenindo assim, a inflamacéo (Szondy et al., 2017).

2.6 INFLAMACAO

De uma maneira geral, inflamacédo é o processo fisiolégico que tem
como objetivo destruir, diluir ou isolar o agente lesivo e, também, induzir uma
série de eventos que contribuem para a cicatrizacdo e reconstituicdo do tecido
lesado. Sinais inflamatdrios, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas
biogénicas e eicosanoides, induzem uma seérie de eventos em diversos
processos biolégicos, variando desde respostas vasculares locais até
alteracbes generalizadas, caracterizada pelo acumulo de fluidos e leucécitos

que conduzem a alteracdo da temperatura corporal, edema e dor (Kotas e
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Medzhitov, 2015). Neste sentido, essa cascata de eventos pode prolongar e
induzir lesdo tecidual pela liberagcdo exarcebada de enzimas, mediadores
inflamatorios e espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (Tracey, 2002).

A resposta inflamatéria parece ser mediada por diferentes mediadores
fisiologicos e imunolégicos que desempenham atividades na inflamacdo aguda
e cronica (Kanaka Padmanabham e Giles, 2011). Durante ambos 0s processos
de inflamacao aguda e cronica, uma variedade de fatores sollveis promovem o
aumento da expressdo de moléculas celulares de atracdo e adeséo,
responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos. Muitos desses mediadores
soluveis regulam a ativacdo de células residentes, incluindo os fibroblastos,
células endoteliais, macrofagos teciduais e mastécitos. Adicionalmente, tais
mediadores promovem o recrutamento de novas células inflamatorias, dentre
elas, os mondcitos, linfocitos neutrofilos e eosindfilos. Tais agfes resultam em
respostas sistémicas ao processo inflamatorio, dentre elas, hipertensao,
sintese de proteinas de fase aguda, leucocitose, entre outras (Feghali e Wright,
1997).

Os fatores soluveis que medeiam estas respostas podem ser
destacados em quatro categorias: primeiramente, metabdlitos inflamatérios
lipidicos como o fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e derivados do acido
araquidénico, como prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas, gerados a partir
dos fosfolipideos celulares; ativagdo das cascatas de coagulacao,
complemento e de cininas, que geram numerosos peptideos pro-inflamatorios;
oxido nitrico, potente vasodilatador enddgeno, cuja relevancia no processo
inflamatorio passou a ser explorado; e um grupo de polipeptideos conhecidos
como citocinas (Salvemini et al., 1996; Feghali e Wright, 1997).

As citocinas sdo secretadas por diferentes células em resposta a uma
variedade de estimulos e induzem efeitos caracteristicos sobre o crescimento,
a motilidade, a diferenciacdo e a funcdo das células alvo. Essas substancias
também atuam em varios processos como cicatrizacdo, hematopoese e
angiogénese. Uma determinada citocina pode ser secretada individualmente ou
como parte de uma resposta coordenada, juntamente com outras citocinas nao
relacionadas. Além disso, uma citocina pode induzir a expressao de outras

citocinas ou mediadores, induzindo, assim, uma cascata de efeitos biologicos

56



que amplificam a resposta inflamatoria e influenciam a sua evolugéo (Collins,
1999; Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004).

A atividade enzimatica, especificamente da enzima hialuronidase, além
de ter a capacidade de promover a inducédo de quimiocinas e citocinas, também
pode degradar o acido hialurénico de baixo peso molecular (Asari et al., 2010;
Harunari et al., 2014). Estudos descrevem que o acido hialurénico de alto peso
molecular, exibe atividade anti-inflamatéria, enquanto que os produtos de
degradacdo do acido hialurénico de baixo peso molecular sdo potentes
indutores da inflamacéo (Prevo et al., 2001). O acido hialurénico € o principal
componente da matriz extracelular, considerado uma das principais moléculas
envolvidas no processo de regeneracéao tecidual. A acdo do acido hialurénico e
seus produtos de degradacdo tem sido relacionados a inflamacgédo, migracéo
celular e angiogénese através da modulacdo de receptores especificos
representados na (FIG. 19) (Litwiniuk et al., 2016).

FIGURA 19 - Principais vias de sinalizacdo celular ativada por acido
hialurdnico e derivados.
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(TGF-B). Fonte: Litwiniuk et al. (2016).
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Neste sentido, estudos descrevem que o0s Iinibidores da enzima
hialuronidase podem tornar-se compostos candidatos a droga anti-inflamatoria
(Harunari et al., 2014; Zeng et al., 2015). Tal enzima é encontrada em um
grande numero de organismos, incluindo mamiferos, bactérias (Ohya e
Kaneko, 1970; Hamai et al., 1989) e bacteriéfagos (Baker et al., 2002), assim
como no veneno de animais terrestres, incluindo abelhas (Kemeny et al., 1984),
vespas (Kolarich et al., 2005), escorpides (Pessini et al., 2001), cobras (Girish e
Kemparaju, 2006), lagartos (Tu e Hendon, 1983) e maritimos, incluindo
camardo (Karlstam e Ljungloef, 1991), lagosta (Krishnapillai et al, 1999) e
peixes (Hopkins e Hodgson, 1998). Hialuronidase é uma enzima acido-ativa
(endo-B-N-glucosaminidase) no sistema circulatorio de mamiferos (Harunari et
al., 2014). Tal enzima, além de degradar o &acido hialurénico, também esta
envolvida no controle da permeabilidade vascular e degranulagdo dos
mastocitos (Zeng et al., 2015).

Adicionalmente, estudos descrevem a existéncia de varios tipos de
inibidores dessa enzima, dentre elas, proteinas, glicosaminoglicanos,
polissacarideos, &cidos graxos, alcaloides, antibidticos, antinematoides,
compostos organicos sintéticos, glicosideos de saponinas, derivados fendlicos,
flavonoides, terpenoides, entre outros antioxidantes (Girish et al., 2009).

2.7 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

2.7.1 Doenca de Alzheimer

Doenca de Alzheimer € uma patologia neurodegenerativa ocasionada
por neurodegeneracdo cortical e do hipocampo, resultando em declinio
progressivo da cognicdo e memoria (West et al.,, 2000). De acordo com o
Relatorio Mundial de Alzheimer, no ano de 2015, foi estimado que 46,8 milhdes
de pessoas em todo o mundo apresentam deméncia, sendo que, este nimero
deve dobrar a cada 20 anos. Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais
comum de deméncia, representando 60 a 80 % dos casos de deméncia e a

sexta maior causa de morte nos Estados Unidos. Em 2015, foi estimado um
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custo de US $ 220 milh&es relacionados ao tratamento da doenca, para 2050,
a projecao é de aproximadamente US $ 1 trilhdo (Alzheimer, 2015).

Menos de 1 % dos casos de DA apresentam origem genética com
sintomas que se desenvolvem antes dos 65 anos de idade, enquanto que a
maioria dos casos € referida como esporadica (Cai et al., 2012). Ambas as
formas expressam sintomas semelhantes e mecanismos fisiopatolégicos que
envolvem alteracdes mitocondriais, estresse oxidativo associada a membrana e
superproducdo e acumulo de formas neurotoxicas da proteina beta amiloide
(AB) (Mattson, 2004; Mucke, 2009).

As caracteristicas patolégicas cerebrais na DA é marcada pela
presenca de placas AR e emaranhados neurofibrilares (Blennow et al., 2006).
Estudos realizados ao longo de décadas tém estabelecido consenso de que a
geracdo de AB toxicas € um evento chave na patogénese da DA. Segundo
Grundke-Igbal et al. (1983), emaranhados neurofibrilares intracelulares séo
compostos de filamentos helicoidais de proteina estabilizadora de microtubulos
(Tau) anormalmente hiperfosforilada (Tau-P) e emparelhada. A proteina Tau
faz parte da familia das proteinas associadas aos microtubulos, cuja principal
funcao € estabiliza-los pela agregacéo da tubulina (Kikkawa et al., 1994).

Mais recentemente, o foco das investigacbfes passou a estar mais
concentrado na verificacdo do papel dos efetores que desencadeiam a
formacao de oligbmeros sollveis de AB e Tau-P, do que apenas na analise de
depdsitos proteicos de AR (Garcia-Ayllon et al., 2011). Adicionalmente, estudos
sugerem que a acetilcolinesterase (AChE), enzima que degrada a acetilcolina,
no cérebro de pacientes com DA é responsavel por acbes nao cataliticas,
incluindo atividade de acumulo de B-amiloide (Pera et al., 2009) e que a
butirilcolinesterase (BChE) desempenha atividade de transformagéo de placas
B-amiloide inofensivas em estruturas patogénicas presentes na deméncia e
doencas neurodegenerativas (Lane et al., 2006). A proteina AR é um peptideo
com 38 a 43 aminoacidos gerados pela clivagem proteolitica sequencial da
proteina precursora amildide (APP) por enzimas 3 e y secretases (Chow et al.,
2010). Assim, foi sugerido que os grandes agregados de proteina AB ndo séo

0S responsaveis pela neurodegeneracdo e sim o0s oligdbmeros soluveis

59



menores, estes foram definidos como as espécies toxicas de AB (Sengupta et
al., 2016).

Dentre as proteinas amiloidogénicas que se encontram em forma de
agregados maiores, incluem a Tau (Gerson e Kayed, 2013), a-sinucleina
(Sengupta et al., 2016) e proteina TAR 43 de ligacdo ao DNA (TDP-43) (Fang
et al, 2014), que ao sofrerem modificacdes, se transformam em oligdbmeros
toxicos representados na (FIG. 20) (Sengupta et al., 2016). Tais oligbmeros
exercem sua toxicidade através de uma variedade de mecanismos incluindo a
interacéo direta com a membrana ou via receptor (Kayed e Lasagna-Reeves,
2013).

FIGURA 20 - Relagéo entre o tamanho dos conjuntos AR oligdbmeros e 0s seus
efeitos toxicos.
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Fonte: Sengupta et al. (2016).

Além disso, os oligdmeros AB séo indutores de inflamacé&o (Minter et al,

2015), entretanto, ainda sao conflitantes as informac¢des sobre qual AB induz
inflamacéo (Ferrera et al., 2014). O processo inflamatério aparece antes da
formacdo de agregados AP, sugerindo que a inflamacdo se inicia
primeiramente devido aos oligdmeros menores de AB (Ferrera et al., 2014).
Ainda ndo h& evidéncias de que AB induz inflamacédo através de mecanismos
especificos, tais como interacdo direta com a membrana ou via receptor,
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permanecendo ainda um processo em discussdo sobre o quem vem primeiro,
oligdbmeros AB ou inflamacgéo (Sengupta et al., 2016).

Melhor compreensdo do mecanismo de neurotoxicidade, como as
proteinas amiloides interagem, € essencial para a busca de terapias mais
eficazes para tratamento da DA (Garcia-Ayllon et al., 2011). Durante a
progressao da DA, diferentes tipos neuronais sdo afetados, embora, haja uma
elevada perda de neurdnios colinérgicos acompanhada de declineo nos niveis
de acetilcolina (Davies e Maloney, 1976; Perry et al, 1977).

Dentre as ag0es relacionadas a ativacdo dos receptores muscarinicos
e nicotinicos pela acetilcolina, incluem a melhora na atencdo e cogni¢cdo. A
disfuncdo colinérgica €& associada aos primeiros prejuizos cognitivos
observados na DA (Francis et al., 2012). Neste sentido, terapias destinadas a
reverter o déficit colinérgico sdo estudadas em grande parte com base na
importancia da funcdo colinérgica na cogni¢do. Apesar da diminuicdo geral da
atividade da AChE no cérebro de pacientes com DA, a terapia atual se baseia
principalmente do uso de inibores da AChE, estes aumentam a transmissao
colinérgica, porém, apresentam efeitos terapéuticos modestos e transitorios
(Giacobini, 2002; Kaduszkiewicz et al, 2005).

No entanto, apesar da eficiéncia clinica modesta dos inibidores da
AChE, estudos e desenvolvimento de novos inibidores, particularmente os que
agem duplamente, inibindo AChE e formacao de placas AB continuam sendo
desenvolvidos (Mufioz-Torrero, 2008; Pepeu e Giovannini, 2009; Contestabile,
2011). Este ultimo efeito baseia-se no fato de que, as moléculas inibidoras da
AChE podem para além do seu efeito sobre a atividade da enzima, interagir por
meio de sitios anibnicos periféricos da enzima com proteinas amiléides
(Inestrosa et al., 1996).

Além da concepcédo de novos inibidores com a capacidade de bloquear
os sitios cataliticos e periféricos da AChE, ha evidéncias in vitro e in vivo de
que inibidores da AChE também podem influenciar o processamento de APP
(Peng et al.,, 2006; Zimmermann et al., 2005; Dong et al., 2009). Conforme
ilustrado na (FIG. 21), é proposto que a AChE interage tanto com AB e Tau-P.
A Tau-P pode levar a um aumento da atividade da AChE (Silveyra et al.,

2011a), sendo assim, a variante T-AChE ativa a glicogénio sintase quinase
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(GSK-3B), induzindo a hiperfosforilacdo da Tau (Toiber et al.,, 2008). Além
disso, os peptideos AR também pode aumentar os niveis da AChE (Sberna et
al., 1997). Por sua vez, a AChE pode afetar o processamento de APP e de
producdo de AB por modulacdo dos niveis da subunidade catalitica da enzima
PS1 y-secretase (Silveyra et al., 2011b). Assim, o aumento da AChE pode

afetar ambas as vias amiloidogénicas e hiperfosforilagcao da Tau.

FIGURA 21 - Representacdo esquematica das multiplas relacdes entre AChE e
proteinas envolvidas na patogénese da doenca de Alzheimer A e P-Tau.
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Fonte: Garcia-Ayllon et al. (2011).

O tratamento farmacoldgico utilizado clinicamente na DA é feito com
drogas anticolinesterasicas, dentre elas, tacrina, donepezil, rivastigmina e
galantamina s&o as mais comumente usadas e promissoras para tratamento da
DA leve e moderada (Zhou et al., 2016). Tacrina foi o primeiro inibidor de AChE
e BChE aprovado para uso em larga escala (Nagabukuro et al.,, 2005).
Entretanto, devido a hepatotoxicidade da tacrina, derivados foram sintetizados
(Park et al., 2015). Outra medicacdo aprovada para tratamento da DA é a
memantina, um antagonista do receptor Nmethyl-D-aspartate (NMDA), que
atua blogueando a acéo toxica mediada pelo glutamato em células cerebrais. A
memantina isoladamente ou associada aos anticolinesterasicos é indicado no
tratamento de pacientes com DA nas fases moderada e grave (Zhou et al.,
2016).
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Atualmente, além de se buscar formas de diagnéstico precoce,
tratamentos alternativos estdo sendo objeto de estudo, dentre elas,
imunoterapia com anticorpos oligbmero especifico, antioxidantes, anti-
inflamatorios ou a combinacédo de tratamentos para potencial efeito sinérgico
(Gomes et al.,, 2014; Sengupta et al., 2016). Dentre os antioxidantes com
potencial de inibicdo da AChE e BChE, estdo os flavonoides rutina e
guercetina(Ademosun et al., 2015; Neagu et al., 2015; Khan et al., 2009).

2.7.2 Doenga de Parkinson

Parkinsonismo € uma doenca motora progressiva, que afeta 1,5
milhdes de Norte Americanos, sendo considerada a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum depois da doenca de Alzheimer, afetando
aproximadamente 5 % da populacédo acima de 65 anos de idade (Sarkar et al.,
2016). Estudos demonstram que 1 a 2 % da populacdo com mais de 65 anos é
afetada pela doenca de Parkinson (DP), aumentando para 4 % em individuos
acima de 85 anos de idade (Bekris et al., 2010; Liu et al., 2017). A degeneracéo
dos neurbnios dopaminérgicos da substancia nigra origina a DP (Wirdefeldt et
al., 2011). A perda seletiva e progressiva de neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra do mesencéfalo cerebral e disfuncdo do géanglio basal é
acompanhada por uma reducdo drastica dos niveis de dopamina do corpo
estriado (ndcleo caudado, putamen e globo palido), responsavel pelo controle
da postura e movimento (Rodriguez-Oroz et al., 2009; Nagae et al., 2016).

Em condi¢cBes normais, a dopamina facilita os neurdnios na via direta,
chamada de globo palido interno (GPi) e inibe agueles na via indireta, chamada
de globo palido externo (GPe). A ativacao da via direta, representada na (FIG.
22), conduz a uma redugédo no disparo neuronal e facilitacdo do movimento,
enquanto que a ativacdo da via indireta suprime os movimentos. Na DP, a
diminuicdo da dopamina reprime o inicio dos movimentos, ocasionando as
principais caracteristicas motoras, tremores e rigidez (Rodriguez-Oroz et al.,
2009).
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FIGURA 22 - Resumo do modelo fisiopatoldgico classico dos ganglios basais
nos estados saudaveis (A) e parkinsoniana (B).
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Setas verdes indicam atividade excitatoria e setas vermelhas indicam a
atividade inibitéria. GPe = globo palido pars externa. GPi = globo palido pars
interna. SNc = substancia nigra pars compacta. SNr = substancia nigra pars
reticulata. STN = nudcleo subtalamico. VL = ndcleo ventrolateral. Fonte:
Adaptado por Rodriguez-Oroz (2009).

Caracteristicas frequentemente presentes na analise histopatogica da
DP sdo marcadas pela presenca de corpos de Lewy. Esses corpos sao
formados devido ao dobramento anormal de proteinas e estresse no reticulo
endoplasmatico (RE), originando proteinas tbéxicas que se acumulam e
agregam, sendo chamadas de corpos de Lewy (Malhotra e Kaufman, 2007;
Sarkar et al., 2016).

Em mamiferos, o RE desempenha atividades de enrolamento de
proteinas (Malhotra e Kaufman, 2007; Sarkar et al., 2016). Uma vez que 0s
peptideos séo sintetizados no citoplasma, sao transportados para o RE onde
chaperonas promovem o dobramento apropriado das proteinas. No entanto,
devido a mutacdo (como por exemplo, gene Parkin), super expressao ou
modificacdes pos-traducionais incomuns, a proteina segue dobrada
incorretamente. Os neurdnios dopaminérgicos sdo suscetiveis a essa condicédo
de enrolamento incorreto de proteinas, quando isso acontece, 0 estresse no
ER ocorre, sendo que se o estresse for grave, o programa de morte celular &
ativado (Malhotra e Kaufman, 2007; Sarkar et al.,2016).



Tais proteinas anormais sdo consideradas tdxicas e sdo compostas por
diferentes proteinas amiloides, entre elas a a-sinucleina (Irizarry et al., 1998;
Spillantini et al., 1998), sinphilina-1 (Wakabayashi et al., 2000) e ubiquitina
(Kuzuhara et al., 1988). Corpos de Lewy também foram observados em outras
areas do cérebro, na regido posterior do cérebro, medula espinal e sistema
nervoso entérico. Acredita-se que o dobramento anormal da proteina a-
sinucleina podem desencadear uma cascata de eventos que podem originar 0s
sintomas clinicos da DP (Sakar et al., 2016).

Adicionalmente, Jenner (2003) e Yacoubian et al. (2009) descreveram
como patogénese da DP, a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo, a
agregacdo protéica, inflamacéo, catalise por ferro, excitotoxicidade, morte
celular por apoptose e dimuicéo de fatores neurotroficos.

Evidéncias demonstram que a tirosinase, uma enzima polifenol oxidase
envolvida na sintese de melanina da pele e cabelos e de neuromelanina (Bao
et al.,, 2010), desempenha atividade de formacdo de espécies reativas que
oxidam a dopamina, conforme ilustrado na (FIG. 23). Tal consequéncia
desencadeia a geracao de mais espécies reativas de oxigénio que acarreta em
danos celulares que conduzem a morte de células neuronais da substancia
nigra (Fedorow et al., 2005; Hasegawa, 2010). Neste sentido, estudo considera
a tirosinase um alvo importante na busca de novas drogas contra a DP (Neagu
et al.,, 2015), uma vez que, estudos demonstram aumento da peroxidacéo
lipidica e de moléculas relacionadas ao estresse oxidativo no cérebro de
pacientes com DP (Dexter et al., 1994; Alam et al., 1997).

Dessa forma, o estresse oxidativo leva a disfuncdo sistémica dos
neurbnios, o que pode levar a degeneracdo celular continua e estresse
fisiopatoldégico. Embora existam diversas causas para DP, o mecanismo da
doenca converge para a associacdo de fatores, incluindo, idade, fatores
ambientais e genéticos, comprometimento mitocondrial, estresse oxidativo e
proteinas toxicas induzindo estresse celular, levando a falhas dos mecanismos
de compensacéao e dinfuncdo neuronal cronica (Greenamyre e Hastings, 2004;
Surmeier et al., 2010; Chesselet e Richter, 2011; Sarkar et al., 2016).

65



FIGURA 23 - Geracdo de catecol quinonas citotoxicas e outras espécies
reativas de oxigénio durante a¢do enzimatica de tirosinase.
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Fonte: Hasegawa (2010).

Adicionalmente, desde que se estabeleceu o diagnostico da sindrome
de Parkinson (Parkinson, 2002), apenas nas ultimas décadas foi realizado o
desenvolvimento de terapias especificas. Foi em 1960, quando se descobriu
que a dopamina presente no corpo estriado € responsavel pelos sintomas
motores da DP (Carlsson et al., 1957; Carlsson e Waldeck, 1958). Até entéo, a
maioria dos tratamentos da DP era baseado na reposicdo da dopamina,
melhorando assim, as principais caracteristicas patologicas, como movimento
lento, rigidez e tremor (Sarkar et al., 2016). O medicamento Levodopa, um
precursor da dopamina, foi introduzido depois de ter sido demonstrado que a
principal causa de DP é devido a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos
da substancia nigra (Birkmayer e Hornykiewicz, 1961; Barbeau, 1965) e por
varias décadas a Levodopa foi a terapia padrdo, embora muitas complicacbes
motoras e discinesias estejam associadas ao uso deste medicamento (Godwin-
Austen e Smith, 1977; Simuni et al., 2002; Bekris et al., 2010).

Devido as complicacdes associadas a Levodopa, hovos medicamentos
sob a forma de agonistas do receptor de dopamina foram inseridos no mercado
(Corrodi et al., 1973; Calne et al., 1974), dentre eles, o Ropinirol e Pramipexol
(Rascol et al., 2000; Fahn, 2005), entretanto, foi verificado efeitos colaterais
nao motores mais graves do que a Levodopa (Korczyn, 2003). Recentes

avancos foram realizados na forma de tratamento cirargico direcionado para o
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globo palido interno ou nucleo subtaldmico e de estimulacéo cerebral (Benabid,
2009; Benabid et al., 2009).

2.8 DIABETES

Conforme a American Diabetes Association (ADA), diabetes mellitus é
uma complexa doenca metabdlica, ocasionada por uma deficiéncia na
producdo de insulina ou o aumento da resisténcia a acdo desse horménio
(ADA, 2012). Segundo Shaw et al. (2010), a prevaléncia mundial de diabetes
entre adultos foi estimada em 6,4 %, afetando 285 milhGes de adultos em 2010,
com projecao de 7,7 % e 439 milhdes de adultos até 2030. Entre 2010 e 2030,
havera aumento de 69 % no namero de adultos com diabetes em paises em
desenvolvimento e aumento de 20 % em paises desenvolvidos. Para paises
em desenvolvimento, o aumento do nimero de diabetes é esperado para cada
grupo etario, com uma duplicacdo para o grupo etario acima de 60 anos, ja em
paises desenvolvidos, o0 aumento esperado para essa faxia etaria € de apenas
38% (Shaw et al., 2010). Em 2010, a populacao total de adultos portadores de
diabetes no Brasil foi estimada em 7,6 milhGes, sendo projetada para o ano
2030, 12,7 milhdes de adultos portadores da doenca (Shaw et al., 2010).

Existem duas principais formas de diabetes (WHO, 1999). O tipo 1 é
geralmente caracterizado por uma deficiéncia na secrecdo de insulina,
associada a uma destruicdo auto-imune das células B pancreaticas (Zhang et
al., 2008), sendo considerada a principal forma de diabetes em jovens (The
Diamond Project Group, 2006). Este tipo de diabetes representa
aproximadamente 5 a 20 % de todos os casos de diabetes e esta associado a
uma maior morbidade e mortalidade. Estes pacientes necessitam do
tratamento com insulina exégena para sua sobrevivéncia, desta forma, o
diagndstico deve ser precoce para a prevencdo de morbidades decorrentes do
nao tratamento (Rewers, 2012).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é ocasionado principalmente por
aumento da resisténcia a acdo da insulina (Zimmet et al., 2001). O DM2
compreende aproximadamente 90 % de todos os casos da doenca. Os

pacientes com esta condicdo clinica conservam capacidade de secrecao
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enddgena de insulina; todavia, os niveis de insulina sdo baixos em relagcdo aos
da glicose e a magnitude de resisténcia a insulina. Esses pacientes néo
dependem da insulina para sobrevida imediata, e raramente verifica-se 0
desenvolvimento de cetoacidose, exceto em condicbes de estresse fisico
(Barski et al., 2012). Contudo, muitos pacientes podem necessitar de terapia
com insulina exdgena para o controle apropriado da glicemia caso néo
consigam unicamente por meio da dieta e por meio do uso de agentes
hipoglicemiantes orais (Zimmet et al, 2001).

As principais complicagbes decorrentes do diabetes estdo relacionadas
ao desenvolvimento de doencas vasculares. Essas complicagbes podem ser
divididas em doenca microvascular e macrovascular. As complicacdes
microvasculares incluem nefropatia e retinopatia (Baynes e Thorpe, 1999). As
complicagbes macrovasculares incluem, as doengcas cardiovascular
aterosclerotica, arterial coronariana, cerebrovascular e vascular periférica,
sendo essas as principais causas de mortes na populacdo diabética (Yim et al.,
2007). Acredita-se que essas complicacbes do diabetes ocorram devido ao
dano oxidativo provocado nesses tecidos pelas ERO (Yim et al., 2007).

Varios estudos em modelos animais demonstram mudancas nas
atividades das enzimas antioxidantes dos tecidos hepatico, renal e cardiaco
(Saxena et al.,, 1993). Em condicbes fisioldgicas, a cadeia respiratéria
mitocondrial gera um gradiente de prétons, cuja energia é utilizada para sintese
de trifosfato de adenosina (ATP). Quando ha alta estimulacdo desse processo
decorrente de uma hiperglicemia, ocorre desequilibrio nesse gradiente de
prétons transmembranico e alteracdo do potencial de membrana mitocondrial,
estimulando a producéo de superoxidos. Portanto, essa situacdo desencadeia
uma série de altera¢cdes mitocondriais que afetam a sintese de ATP e aumenta
a susceptibilidade celular ao estresse oxidativo (Kiritoshi et al., 2003).

O provavel mecanismo para o desenvolvimento dessas complicacbes
tem sido descrito, enfocando que esses niveis elevados de glicemia estimulam
a conversao de glicose em sorbitol e frutose, com consumo de fosfato de
dinucle6tido de nicotinamida e adenina (NADPH) e glutationa,
consequentemente, desencadeia uma série de eventos moleculares

responsaveis pelo desenvolvimento das complicagcbes vasculares decorrentes
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do diabetes. Portanto, a diminuicdo dos redutores antioxidantes NADPH e
glutationa, ocasiona uma maior susceptibilidade ao estresse oxidativo
associado ao aumento de ROS intracelular (Browlee, 2001). Recentemente,
Henriksen et al. (2011) descreveram que a superabundéancia de oxidantes esta
envolvida na etiologia multifatorial da resisténcia a insulina, principalmente no
tecido muscular esquelético, e o subsequente desenvolvimento de DM2.

Embora a terapia ndo farmacoldgica (por exemplo, dieta, exercicio
fisico e perda de peso) continue sendo importante no tratamento de diabetes, a
terapia farmacolégica € muitas vezes necesséaria para alcancar o controle
glicémico ideal. A administragdo de agentes antihiperglicemiantes orais (AHOS)
pode ser realizada tanto isoladamente ou combinada com outros AHOs ou
insulina. A quantidade de AHOs disponiveis aumentou significativamente, o
que se traduz em mais opcOes terapéuticas. Dentre os AHOSs, incluem os
inibidores da a-amilase e a-glucosidase, biguanidas, secretagogos de insulina,
sensibilizadores de insulina e inibidor de lipase intestinal representados na
(FIG. 24) (Cheng e Fantus, 2005; Dalar e Kohczak, 2013).

FIGURA 24 - Principais orgaos-alvo e acdes de agentes antihiperglicémiantes
administrados por via oral em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
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Os AHOs que ndao atuam em um alvo fisiopatolégico especifico da
diabetes, agem inibindo competitivamente enzimas intestinais responsaveis
pela quebra de oligossacarideos e dissacarideos em monossacarideos para
serem absorvidos (Dalar e Kohczak, 2013). Tal medicacéo atua principalmente
inibindo a a-glicosidase, que se encontra predominantemente na metade
proximal do intestino delgado. Os trés principais medicamentos que agem
inibindo as enzimas a-glicosidase e a-amilase e utilizados na pratica clinica séo
Acarbose, Voglibose e Miglitol, que atuam diminuindo a biodisponibilidade dos
carboidratos no organismo e consequentemente reduzindo 0s niveis de
glicemia pos-prandial (DiNicolantonio et al., 2015).

A elevada prevaléncia e complexidade dessa doenca e o elevado custo
financeiro decorrente do seu tratamento tem desafiado cientistas a
investigarem a acéo de plantas medicinais como alternativas terapéuticas para
o tratamento do diabetes com menores custos e baixos efeitos colaterais
(Tripathi e Chandra, 2009). Neste sentido, produtos naturais com acao
antioxidante sdo descritos por apresentarem acdes de inibicdo da enzima a-
amilase e a-glicosidase semelhantes a acarbose (Yamagishi et al., 2009;
Pereira et al., 2012; Pereira et al., 2015). Os medicamentos que agem inibindo
a digestdo e absorcdo de carboidratos tém sido considerados a abordagem
terapéutica mais comum para reducdo da hiperglicemia pos-prandial

(Sakulnarmrat e Konczak, 2012).

2.9 OBESIDADE

Conforme a OMS, 0 excesso de peso e obesidade representa ameaca
para a saude (WHO, 2000). A obesidade é definida pelo excesso de peso,
neste sentido, o indice de massa corporal (IMC), que é o peso em quilogramas,
dividido pela altura em metros ao quadrado (IMC = Peso (kilogramas)/altura
(metros?)), é usado para identificar obesidade. Para os adultos, um IMC de
25,0 a 29,9 kg/m? é definido como excesso de peso e um IMC de 30 kg/m? ou
superior € definido como obesidade (Jensen et al., 2014). Entretanto, esse
indice ndo € utilizado para criancas com idade entre 2 a 18 anos, nesses

casos, recomenda-se 0 uso de uma escala percentual do IMC com base no
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sexo e idade da crianca. Sendo assim, para essa populacdo de 2 a 18 anos, 0
excesso de peso é definido como um IMC ente 85 a 94 % e obesidade um IMC
igual ou acima de 95 % (Fitch et al., 2016). O risco de mortalidade aumenta
conforme aumenta o IMC acima de 25 kg/m?, sendo que, um aumento de 5
pontos no IMC, aumenta a mortalidade geral em 29 %, a mortalidade por
complicagédo vascular em 41 % e a mortalidade relacionada ao diabetes em
210 % (Whitlock et al., 2009).

Segundo Ng et al. (2014), a taxa de prevaléncia mundial para excesso
de peso ou obesidade entre 1980 e 2013 aumentou 27,5 % para adultos e 47,1
% para criangas, considerando um total de 2,1 bilhdes de individuos com
sobrepeso ou obesidade, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. No entanto, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade € maior
nos paises desenvolvidos, quando comparados aos em desenvolvimento. Nos
paises desenvolvidos, mais homens sdo considerados com sobrepeso ou
obesidade, entretanto, nos paises em desenvolvimento, as mulheres
apresentam maior excesso de peso e obesidade (Ng et al., 2014). No Brasil,
inquéritos nacionais realizados desde o ano de 1970, descrevem que a taxa de
obesidade vem aumentando em todas as faixas etarias (IBGE, 2010).

O aumento na taxa de excesso de peso e obesidade reflete nos custos
decorrentes dessa condi¢cdo, quando comparados aos gastos com saude de
um individuo de peso meédio (Sturm, 2002). No Brasil, Bahia et al. (2012)
estimam que os custos do Sistema Unico de Sauide brasileiro para tratamento
do excesso de peso e obesidade equivalem a US$ 221 milhdes, para doencas
relacionadas ao excesso de peso e obesidade é de US$ 2,1 bilhdes, sendo US$
1,4 bilh&o (68,4 %) para as internacdes e US$ 679 milhdes para procedimentos
ambulatoriais.

Estudos descrevem diversos fatores associados ao desenvolvimento
da obesidade, incluindo a ingestdo excessiva de calorias (Crino et al., 2015),
fatores socioeconémicos (Kershaw et al.,, 2013), genético familiar (Price e
Gottesman, 1991), microbiota humana e infec¢cdes (Schreiner et al., 2015),
alteracao do ritmo cicardiano (Garaulet e Madrid, 2009), altera¢cdes hormonais
responsaveis pelo controle nervoso central da ingesta alimentar, dentre eles,

peptideo semelhante ao glucagon, oxintomodulina, leptina, adiponectina,
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grelina, peptideo tirosina-tirosina e colecistoquinina (Simpson et al., 2012;
Bataille e Dalle, 2014).

Adicionalmente, pacientes com obesidade apresentam risco elevado
para o desenvolvimento de diversas patologias, incluindo, doenca cardiaca
coronariana, hipertensao e acidente vascular cerebral, certos tipos de cancer,
diabetes tipo 2, doenca da vesicula biliar, dislipidemia, osteoartrite, gota e
doencas pulmonares, incluindo a apneia do sono (WHO, 2000; Jensen et al.,
2014). Alem disso, individuos que apresentam hipotireoidismo, sindrome de
Cushing, sindrome de ovario policistico, artrite reumatoide (Feng et al., 2016) e
uso de certos tipos de medicamentos, incluindo antidepressivos (Uguz et al.,
2015), sulfoniluréias, tiazolinedionas e insulina (Apovian et al., 2015),
corticosteroides (Wung et al., 2008), B-bloqueadores e anticonvulsivantes
(Ness-Abramof e Apovian, 2005) sdo considerados pacientes de risco para o
desenvolvimento de obesidade.

Neste sentido, a obesidade por ser uma condicdo meédica croénica,
necessita por parte da equipe de saude, uma abordagem abrangente. Embora
todos os pacientes afetados necessitem de aconselhamento sobre nutrigédo,
atividade fisica e mudangcas comportamentais, aqueles que n&do respondem a
intervencdes no estilo de vida, podem se beneficiar de farmacoterapia,
dispositivos médicos, ou cirurgia bariatrica (Kahan et al.,, 2016). A
farmacoterapia da obesidade € indicada como auxiliar juntamente com as
mudancas comportamentais em individuos obesos com e sem doencas
associadas. Aléem disso, € imprescindivel a continuidade do tratamento, quer
seja com medicacdo de curto ou de longo prazo (Kahan, 2016). Atualmente
existem cinco medicamentos aprovados pelo FDA para uso de longo prazo,
dentre eles, o Orlistat, inibidor da enzima lipase pancreatica (Apovian et al.,
2015); o Locaserin, agonista do receptor de serotonina; a combinacdo de
Fentermina, amina simpatomimética e Topiramato (multiplos mecanismos)
(Kahan, 2016); a combinacdo de Naltrexona, antagonista do repetor opibide e
Bupropiona, um inibidor de dopamina e norepinefrina (Greenway et al., 2009); e
o injetavel Liraglutida, agonista do receptor do peptideo-1 semelhante ao
glucagon (Secher et al., 2014).
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Dentre os medicamentos descritos, o que apresenta uma abordagem
para reduzir a absor¢cdo de gorduras provenientes da dieta € o orlistat, um
derivado saturado da Lipstatina, composto isolado da bactéria Streptomyces
toxytricini e que promove inibicdo da enzima lipase pancreéatica (Weibel et al.,
1987; Apovian et al.,, 2015). Além da acado antiobesidade do orlistat, o
tratamento com esse medicamento apresenta reducdo modesta da pressao
sanguinea, melhora da toleréncia oral a glicose e prevencao do diabetes tipo 2
em pacientes obesos (Heymsfield et al., 2000; Torgerson et al., 2004).

Lipases sao enzimas que digerem gorduras, incluindo triacilglicerol e
fosfolipidios. Dentre as lipases humanas, incluem as lipases pré-duodenal
(lingual e gastrica) e extra-duodenal (pancreatica, hepatica, lipoproteica e
endotelial) apresentada na (FIG. 25) (Mukherjee, 2003). A lipase pancreatica
(triacilglicerol acil hidrolase) € a principal enzima lipolitica sintetizada e
secretada pelo pancreas, desempenhando funcao fundamental na digestdo de
triacilglicerdis. Essa enzima remove 0s acidos graxos a partir da posicédo a e a’
dos triacilglicerois provenientes da dieta, produzindo B-monoacilgliceréis e
acidos graxos saturados e polinsaturados de cadeia longa. A lipase pancreética
é responsével pela hidrolise de 50-70 % do total das gorduras provenientes da
dieta (Mukherjee, 2003; Birari e Bhutani, 2007).

FIGURA 25 - Papel fisioldgico da lipase pancreética na absorcéo de lipidios.
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Adicionalmente, existem plantas medicinais e derivados fendlicos com
acao antioxidante que promovem inibicdo da enzima lipase, apresentando
resultados de inibicdo semelhantes ao orlistat. Tais acdes verificadas em
extratos e moléculas naturais podem servir como estratégia de tratamento
alternativo mais seguro, natural e com menor custo quando comparados as
drogas sintéticas (Birari e Bhutani, 2007; Slanc et al., 2009; de la Garza et al.,
2011; Jeong et al., 2016).

74



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar quimicamente o extrato das folhas de Hancornia speciosa,
bem como avaliar as atividades biolégicas de seu extrato etandlico e

flavonoides identificados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Demonstrar a qualidade e seguranca microbiolégica das folhas de

Hancornia speciosa,;

3.2.2 Realizar a caracterizacdo quimica das folhas de Hancornia speciosa e de

seu extrato etandlico (EEHS);
3.2.3 Verificar a atividade antimicrobiana do EEHS;

3.2.4 Avaliar o potencial citotéxico e os mecanismos de morte celular induzida
pelo EEHS;

3.2.5 Comparar o potencial antioxidante do EEHS e flavonoides identificados;
3.2.6 Analisar a atividade antimutagénica do EEHS e flavonoides identificados;

3.2.7 Determinar as atividades de inibicdo enziméticas do EEHS e flavonoides

identificados.
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ANEXOS

ANEXO 1

Artigo publicado na revista PLOS ONE (ISSN - 1932-6203)

Fator de impacto (JCR 2016): 2.806

Qualis para biotecnologia: A1

ANEXO 2

Artigo publicado na revista OXIDATIVE MEDICINE AND CELLULAR
LONGEVITY (ISSN - 1942-0900)

Fator de impacto (JCR 2016): 4.49

Qualis para biotecnologia: A1
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Abstract

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) is a fruit tree, popularly known as mangabeira,
and it is widely distributed throughout Brazil. Several parts of the plant are used in folk medi-
cine, and the leaf and bark extracts have anti-inflammatory, antihypertensive, antidiabetic, and
antimicrobial properties. In this study, we investigated the chemical composition of the ethano-
lic extract of Hancornia speciosa leaves (EEHS) and its antioxidant, antimicrobial, and cyto-
toxic activities as well as the mechanisms involved in cell death. The chemical compounds
were identified by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS). The
antioxidant activity of the EEHS was investigated using the method that involves the scaveng-
ing of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl free radicals as well as the inhibition of oxidative hemolysis
and lipid peroxidation induced by 2,2’-azobis (2-amidinopropane) in human erythrocytes. The
antimicrobial activity was determined by calculating the minimum inhibitory concentration, min-
imum bactericidal concentration, minimum fungicidal concentration, and zone of inhibition.
Kasumi-1 leukemic cells were used to assess the cytotoxic activity and mechanisms involved
in cell death promoted by the EEHS. The chemical compounds identified were quinic acid,
chlorogenic acid, catechin, rutin, isoquercitrin, kaempferol-rutinoside, and catechin-pentoside.
The EEHS demonstrated antioxidant activity via the sequestration of free radicals, inhibition of
hemolysis, and inhibition of lipid peroxidation in human erythrocytes incubated with an oxidiz-
ing agent. The antimicrobial activity was observed against American Type Culture Collection
(ATCC) and hospital strains of bacteria and fungi, filamentous fungi and dermatophytes. The
cytotoxic activity of the EEHS was induced by apoptosis, reduction of the mitochondrial mem-
brane potential, and activation of cathepsins. Together, these results indicate the presence of
phenolic compounds and flavonoids in the EEHS and that their antioxidant, antimicrobial, and
cytotoxic activities in acute myeloid leukemia cells are mediated by apoptosis.
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Introduction

The cerrado region (Brazilian Savannah) of Brazil covers approximately 2 million km* and
corresponds to approximately 22% of the Brazilian territory [1]. This biome has a wide variety
of medicinal plants used in folk medicine. Many of these plants have been investigated, and
their antioxidant [2], antimicrobial [3], antidiabetic [4], anti-inflammatory [5], and cytotoxic
[6] activities, among others, have been scientifically proven.

One of the medicinal plants found in the Brazilian cerrado is Hancornia speciosa Gomes
(Apocynaceae), popularly known as mangabeira. In this species, the roots have antihyperten-
sive and wound-healing activities [7]; the bark has antidiabetic, anti-obesity, antimicrobial,
and gastroprotective activities [3,8,9]; the latex has anti-inflammatory activity [10]; and the
leaves have antihypertensive [11], vasodilator [12,13], anti-inflammatory [14,15], and antidia-
betic [4] activities and are used for treatment of dysmenorrhea [16].

Presently, there is a growing demand for natural products with therapeutic activities,
including antioxidant activity, which can overcome the harmful effects of free radicals [17],
and low toxicities compared with synthetic antioxidants that are widely used in food products,
cosmetics, and drugs [18,19].

Among the main chemical compounds responsible for the antioxidant activities of medici-
nal plants, phenolic compounds and flavonoids are the most prominent because of their roles
against oxidative stress [20,21].

These compounds also have antimicrobial activities [22]. These properties have attracted
scientific interest because 60% of the antimicrobial drugs discovered in the past few decades
are of natural origin [23]. Furthermore, the number of pathogens that are resistant to commer-
cial antimicrobials has increased [24].

In addition, compounds derived from natural sources have great potential as anticancer
drugs, and 51% of the drugs currently available for treatment of this pathology are directly or
indirectly derived from natural products [23]. Among these compounds, phenolic compounds
and flavonoids from several plant species have cytotoxic activities against different cell lines,
including leukemic cell lines [2,25,26].

In this context, the aim of this study was to determine the chemical composition of the etha-
nolic extract of Hancornia speciosa Gomes leaves and evaluate its antioxidant, antimicrobial,
and cytotoxic activities in vitro using the acute myeloid leukemia cell line Kasumi-1.

Materials and Methods
Ethics of Experimentation

The H. speciosa Gomes leaves were collected following the identification of the plant and
authorization of the SISBIO (Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade, permit
number 54470-1). The protocol to collect of human peripheral blood, was approved by the
Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa; CEP) of the University Center of
Grande Dourados, Brazil (CEP process number 123/12). All subjects provided written
informed consent for participation.

Plant Material and Extract Preparation

The H. speciosa Gomes leaves were in Dourados, Mato Grosso do Sul (S 21°59° 41” and W 55°
19’ 24”), Brazil, oven-dried with the air circulation at a temperature of 45 + 5°C, and then
ground in a Willy-type knife mill. An exsiccated sample was deposited in the Herbarium of the
Federal University of Grande Dourados, Mato Grosso do Sul, Brazil, with registration number
4774.
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The extract was then prepared by macerating the plant material in an ethanol 96% (1:10)
mixture at room temperature for 14 days. Then, the extract was filtered, the filtrate was con-
centrated in a rotary vacuum evaporator (Gehaka, Sido Paulo, SP, Brazil), freeze-dried to obtain
a calculated specific yield of 28%, and the final freeze-dried ethanol extract of H. speciosa
Gomes (EEHS) was stored at—20°C protected from light.

Chemical Analysis

Determination of total flavonoids and phenolic compounds. The content of phenolic
compounds in the EEHS was determined using the Folin-Ciocalteu colorimetric method, as
detailed by Meda et al. [27], with some modifications. The EEHS (200 ug/mL) was diluted in
absolute ethanol, and a 0.5-mL aliquot was added to 2.5 mL of Folin-Ciocalteu reagent (diluted
1:10 with distilled water). This solution was allowed to stand for 5 min at room temperature.
After this period, 2 mL of a 14% sodium carbonate solution was added to the samples, the mix-
ture was incubated for 2 h at room temperature, and the absorbance was read at 760 nmina T
70 UV/VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, UK). A standard curve was prepared
using gallic acid in the concentration range of 0.4-11.0 pg/mL. The total amount of phenolic
compounds was expressed in milligrams of gallic acid equivalents (GAE) per gram of the
EEHS.

The total flavonoids present in the EEHS were determined according to the method
described by Liberio et al. [28], with some modifications. Briefly, 4.5 mL of a hexahydrate alu-
minum chloride solution (AICl;-6H,0) at 2% in absolute methanol was mixed with 0.5 mL of
the EEHS (200 pg/mL). The mixture was incubated for 30 min at room temperature, and the
absorbance was read at 415 nm in a T 70 UV/VIS spectrophotometer (PG Instruments Lim-
ited, UK). A standard curve was prepared using quercetin in the concentration range of 0.4-
11.0 pg/mL. The total flavonoids were expressed in milligrams of quercetin equivalents (QE)
per gram of the EEHS. All experiments were performed in triplicate.

Determination of phenolic compounds in the EEHS using HPLC-DAD-MS/MS. A 1pL
aliquot of the EEHS (1 mg/mL) was analyzed via high-performance liquid chromatography
with diode-array detection (HPLC-DAD; Shimadzu, Japan) coupled to a high-resolution mass
spectrometer (model micrOTOF-Q IIII, Bruker, Germany). A C-18 column (Kinetex, 2.6 y,
150 x 2.2 mm) protected by a pre-column of the same material was used. The mobile phases
used were water (phase A) and acetonitrile (phase B), both containing 1% acetic acid. The fol-
lowing gradient elution was used: 0-2 min. at 5% B, 2-20 min. at 5%-80% B, and an additional
10 min for column washing and re-equilibration. The flow rate was 0.2 mL/min. The mass
spectrometer parameters were as follows: capillary voltages of the electrospray ionization sys-
tem (ESI) of 3500 V (negative mode) and 4500 V (positive mode). The capillary temperature
was 200°C, the collision energy was variable for the MS/MS experiments, and data were
obtained in the positive and negative ion modes. The negative mode was chosen because it
generated more data than the positive mode. Trifluoroacetic acid sodium salt was used as the
internal calibrant. The compounds quinic acid, chlorogenic acid, catechin, rutin, and isoquer-
citrin were identified by comparison with commercial standards (Sigma-Aldrich).

Antioxidant activity

Scavenging of DPPH free radicals. The scavenging of stable DPPH radicals was evalu-
ated using the method detailed by Gupta and Gupta [29], with some modifications. Briefly,
200 pL of the EEHS (100-1000 pg/mL) was mixed with 1.8 mL of an ethanol solution of 0.1
mM DPPH. The mixture was homogenized and incubated for 30 min at room temperature in
the dark. The absorbance was read at 517 nm in a T 70 UV/VIS spectrophotometer (PG
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Instruments Limited, UK). Ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) were used as
the antioxidant standards. Three independent experiments were performed in duplicate. The
percentage of free radical-scavenging activity was expressed with the following formula: 1—
(ADS ampte/ ADS ontror) X 100.

Antioxidant assay in human erythrocytes

Inhibition assay of AAPH-induced hemolysis. The protection against hemolysis pro-
moted by the EEHS were evaluated using the method described by Valente et al. [30], with
some modifications. The tests were conducted with erythrocyte suspensions (2.5%) previously
incubated at 37°C for 30 min in the presence of different concentrations of ascorbic acid or the
EEHS (50-125 pug/mL). After this period, 2.2’-azobis-2-amidinopropane (AAPH) at a concen-
tration of 50 mM was added to the samples subjected to hemolysis induction. This mixture
was incubated at 37°C for 4 h with frequent stirring. The negative control consisted of erythro-
cytes incubated with ethanol at a final concentration of 0.6%. After every 60-min incubation
period, samples were centrifuged at 1500 rpm for 10 min, and an aliquot of each supernatant
was collected and diluted in saline solution. Subsequently, the absorbance was read at 540 nm
in a T 70 UV/VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, UK). Three independent
experiments were conducted in duplicate. The percentage of hemolysis was measured using
the following formula: A/B x 100, where (A) corresponds to the sample absorbance and (B)
corresponds to the total hemolysis (erythrocytes incubated with distilled water).

Inhibition of malondialdehyde production. The effect of the EEHS on the inhibition of
the production of malondialdehyde (MDA), a by-product of lipid peroxidation, was evaluated
by incubation of a human erythrocyte suspension (5%) in 50 mM of the oxidizing agent
AAPH [31]. The suspension was pre-incubated at 37°C for 30 min in the presence of ascorbic
acid or the EEHS (100 ug/mL). Afterwards, 50 mM AAPH was added, and the mixture was
maintained at 37°C for 3 h with frequent stirring. The negative control consisted of erythro-
cytes incubated with ethanol at a final concentration of 0.6%. After the incubation period, the
samples were centrifuged at 1500 rpm for 10 min. Aliquots (500 uL) of the supernatants were
transferred to test tubes containing 1 mL of 10 nmoL thiobarbituric acid (TBA). The standard
solution consisted of 500 uL of 20 mM MDA in 1 mL of TBA. The samples were incubated at
96°C for 45 min. After the samples were cooled for 15 min, 4 mL of n-butyl alcohol was added
to each sample, and the samples were centrifuged at 3000 rpm for 5 min. The supernatants
were read at 532 nm in a T 70 UV/VIS spectrophotometer (PG Instruments Limited, UK).
Two independent experiments were conducted in triplicate. The MDA levels in the samples
were expressed in nmol/mL using the following formula: sample absorbance x (20 x 220.32/
standard absorbance).

Antimicrobial activity

Microbial growth. The antimicrobial activity of the EEHS was evaluated using gram-neg-
ative bacteria (Klebsiella pneumoniae and Proteus mirabilis), gram-positive bacteria (Staphylo-
coccus aureus), and the yeast Candida albicans. All microorganisms used were certified by the
American Type Culture Collection (ATCC) and the Agricultural School (Escola Superior
Agrdria, ESA) of Braganca, Portugal. The tested strains were initially cultured in Muller-Hin-
ton broth containing 20% glycerol and were stored at -70°C. Before experimental use, each
sample was subcultured overnight in liquid nutrient broth (for the bacterial strains) or peptone
dextrose liquid medium (for the yeast strain). The inocula were diluted in saline solution and
adjusted to a 0.5 McFarland standard. Each dilution was confirmed by spectrophotometric
readings at 540 nm for bacterial strains and 640 nm for yeast strains in a Unicam Helios Alpha
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UV-VIS spectrophotometer (Thermo Spectronic, Cambridge, UK) [32]. Aliquots of different
bacterial inocula (10% colony forming units (CFU)/mL) and yeast inocula (10° CFU/mL) were
added to the microplates for evaluation of antimicrobial activity.

Minimum inhibitory concentration. The minimum inhibitory concentrations of the
EEHS as well as the controls, gentamicin (antibiotic) and amphotericin B (antifungal), were
determined using a microdilution assay, as described by Morais et al. [33]. Antimicrobial
assays were conducted using nutrient broth (NB) (for the bacterial strains) or yeast peptone
dextrose (YPD) liquid medium (for the yeast strain) in 96-well microplates. The EEHS was sol-
ubilized in dimethylsulfoxide (DMSO) at 70% (final concentration of DMSO of 0.27%), and
serial dilutions were prepared with concentrations between 0.78 and 100 mg/mL. The inocula
were added to all wells except for the negative controls, and the microplates were incubated at
37°C for 24 h (for the bacterial strains) or 25°C for 48 h (for the yeast strain). DMSO was used
as the control. The antimicrobial activity was detected by adding 20 uL of 1% 2,3,5-triphenyl-
2H-tetrazolium (TTC). The minimum inhibitory concentration (MIC) was defined as the low-
est concentration of the sample capable of inhibiting microbial growth, as indicated by the
TTC staining. The MIC was calculated after collecting a 20pL aliquot from each well where
color changes were not observed and transferring it to NB or YPD medium for 24 h at 37°C
(for the bacterial strains) or 48 h at 25°C (for the yeast strain). The lowest concentration that
did not result in growth after subculturing was defined as the minimum bactericidal concen-
tration (MBC) or minimum fungicidal concentration (MFC). Assays were performed in tripli-
cate for each microorganism.

Inhibition of fungal growth. Pure cultures of fungal isolates were obtained from the
Microbiology Laboratory of ESA. The agar diffusion technique was used to evaluate the activ-
ity of the EEHS against the filamentous fungi Colletotrichum acutatum ESA12, Fusarium cul-
morum ESA23, and Mucor piriformis ESA43, as well as the dermatophytes Microsporum canis
ESA28, Microsporum audouinii, and Trichophyton sp. After autoclaving, potato dextrose agar
(PDA) was incorporated into the EEHS at final concentrations of 5 mg/mL and 10 mg/mL, fol-
lowed by plating onto Petri dishes. Tartaric acid at 1% and chloramphenicol at 0.1 g/L were
added to the PDA. Subsequently, a 5-mm culture disc of each fungal strain tested was trans-
ferred to the center of the dishes. The discs were obtained from the edges of colonies previ-
ously grown for seven days on PDA. The plates were incubated at 25 + 2°C for 72 h. After this
period, the diameters of the fungal growth zones were measured [34]. Assays were performed
in duplicate for each microorganism.

Cytotoxic activity

Cell lines and culture conditions. The acute myeloid leukemia cell line Kasumi-1 was
cultured in RPMI 1640 medium (Gibco; Rockville, MD, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) (CULTILAB, Brazil), 100 U/mL of penicillin, and 100 pg/mL of strepto-
mycin, and it was incubated in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,.

Assay with Annexin V and propidium iodide. The cytotoxic activity was evaluated using
the method described by Paredes-Gamero et al. [35], with some modifications. Cells were
plated onto 96-well microplates (10 cells/mL) in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS in
the absence or presence of the EEHS (25-200 pg/mL) for 24 h in a humidified atmosphere at
37°C and 5% CO,. After this period, the cells were washed with PBS and resuspended in
Annexin buffer (0.01 M HEPES, pH = 7.4, 0.14 M NaCl and 2.5 mM CaCl,). Annexin V conju-
gated with fluorescein isothiocyanate (FITC) and propidium iodide (PI) was added to each cell
suspension according to the manufacturer’s instructions, and each suspension was incubated
for 20 min at room temperature. The stained cells were analyzed using an Accuri C6 flow
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cytometer (Becton Dickinson, NJ, USA) and Accuri C6 software (Becton Dickinson). A total
of 4000 events were collected per sample.

Evaluation of the mitochondrial membrane potential. Changes in the mitochondrial
membrane potential were assessed using 5,5,6,6-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazo-
lylcarbocyanine iodide (JC-1, Molecular Probes; Eugene, OR, USA) following the method
described by de Moraes et al. [36]. JC-1 is a cationic marker with a membrane potential-depen-
dent accumulation in the mitochondria, indicated by the change of the fluorescence emission
from red (590 nm) to green (520 nm). The cells labeled red indicate a higher mitochondrial
membrane potential, whereas those labeled green indicate a lower potential. To this end,
Kasumi-1 cells were seeded in 24-well plates (10 cells/mL) in medium containing 10% FBS
and were treated with the ICs, (pg/mL) of the EEHS or carboxycyanide-4-(trifluoromethoxy)-
phenylhydrazone (10 pM) (control) for 24 h in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,.
Subsequently, the cells were centrifuged and incubated with JC-1 (1 pg/mL) for 15 min at
room temperature. Fluorescence was detected in an Accuri C6 flow cytometer (Becton Dickin-
son, USA) using Accuri C6 software (Becton Dickinson, USA). A total of 4000 events were col-
lected per sample.

Effect of inhibitors on EEHS-induced cell death. Kasumi-1 cells were plated onto
96-well microplates (10° cells/mL) containing RPMI 1640 supplemented with 10% FBS in the
presence of 20 uM of the pan-caspase inhibitor Z-Val-Ala-Asp-(O-methyl)-fluoromethyl
ketone (Z-VAD-FMK), 20 uM of necrosis inhibitor necrostatin-1 (NEC-1), 20 uM of cathepsin
inhibitor trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butane (E64), and 50 uM of reac-
tive oxygen species inhibitor N-acetyl-L-cysteine (NAC), and it was incubated in a humidified
atmosphere at 37°C and 5% CO, for 60 min. Afterwards, 160 ug/mL of the EEHS was added to
each sample, and the mixture was incubated for 24 h. Then, the cells were washed with PBS,
resuspended in Annexin buffer (0.01 M HEPES, pH = 7.4, 0.14 M NaCl and 2.5 mM CaCl,)
and incubated for 20 min at room temperature after the addition of annexin V-FITC and pro-
pidium iodide (PI) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) according to the manufacturer’s
instructions. The analyses were performed using an Accuri C6 flow cytometer (Becton Dickin-
son) and Accuri C6 software (Becton Dickinson), with 4000 events collected per sample.

Statistics

All data are show as the mean + standard error of mean (SEM) and for statistical significant
differences between the groups, using the t-test for comparison between two groups, using the
Prism 6 GraphPad software. The results were considered significant when p * P < 0.05, **

P <0.01e*** P < 0.001.

Results
Chemical composition

The concentrations of phenolic compounds and total flavonoids in the EEHS were 179 + 2.9
mg GAE/g of extract and 29 + 1.1 mg QE/g of extract, respectively. The chemical profile of the
extract was determined using HPLC-DAD-MS/MS (Fig 1 and Table 1) and indicated the pres-
ence of quinic acid (1), chlorogenic acid (2), catechin (3), rutin (6), and isoquercitrin (7),
which were identified by comparison with authentic standards. In addition, two other hetero-
sidic flavonoid derivatives were characterized, kaempferol-rutinoside (8), and their fragmenta-

tion patterns were similar to those of rutin but differed in the absence of a hydroxyl group in
the flavonoid. They were identified through the fragment with an m/z of 285.0393 (C;5HOg).
Compound 10 had a UV spectrum similar to that of catechin and was found at an m/z of
435.1282, consistent with the molecular formula C,;H,30,0 and corresponding to the addition
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Fig 1. Chemical composition. Chromatograms obtained by HPLC-DAD-MS/MS (negative ion mode) indicating the presence of phenolic compounds in the
EEHS. The enlarged figures correspond to the MS/MS spectra of the following main compounds: chlorogenic acid (peak 2) and rutin (peak 6).

doi:10.1371/journal.pone.0167531.g001

Table 1. Phenolic compounds identified from the HPLC-DAD-MS/MS of the ethanolic extract of Hancornia speciosaleaves.

ID RT [min] Molecular Formula [M-HT Error PPM MS/MS Compound
1 0.8 C-H1206 191.0565 -2.1 — Quinic acid*

2 5.8 C16H1809 353.0878 1.5 191.0556; 173.044; 161.0228 Chlorogenic acid*
3 8.1 C15H1406 289.0704 -2.8 — Catechin*

4 8.8 C16H20010 371.0967 —3.0 249.0615 Unknown

5 9.2 C17H22010 385.1132 -0.7 249.0578 Unknown

6 9.5 Co7H30016 609.1476 3.3 300.0303; 271.0251 Rutin*

7 9.6 Cs1H20012 463.0867 2.1 300.0265 Isoquercetrin®*

8 9.9 Cuo7H30015 593.1494 2.1 285.0393; 284.0313; 255.0291 Kaempferol-rutinoside
9 10.1 Co4H2009 451.1017 2.7 341.0638; 231.0281; 217.0127; 189.0202; 177.0175 | Unknown

10 10.6 C21H24010 435.1282 -3.4 273.0779; 167.0310 Catechin-pentoside

* identified by comparison with an authentic standard

doi:10.1371/journal.pone.0167531.t1001
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of a pentose to catechin. These fragmentation patterns allowed the characterization of this
molecule as a catechin-pentoside derivative.

Antioxidant activity

Scavenging of DPPH free radicals. The EEHS had a higher DPPH free radical-scaveng-
ing activity than did the lipophilic antioxidant standard BHT; however, the scavenging activity
of the EEHS was lower than that of the hydrophilic antioxidant standard ascorbic acid. The
ICs, of the EEHS was 7.1-fold lower than that of BHT and 3.2-fold higher than that of ascorbic
acid. The maximum scavenging activity of the EEHS (in ug/mL) was 5-fold higher than that of
ascorbic acid and 5-fold lower than that of BHT (Table 2).

Protective effect of the EEHS against AAPH-induced hemolysis. The protective effect
against AAPH-induced hemolysis was evaluated for the EEHS. With regard to the protection
against AAPH-induced hemolysis, ascorbic acid prevented erythrocyte hemolysis within 180
minutes in a concentration-dependent manner (Fig 2A-2C). The EEHS protected erythrocytes
incubated with AAPH for up to 240 min and decreased hemolysis by 20.1% and 21.4% at con-
centrations of 100 pug/mL and 125 pug/mL, respectively (Fig 2A-2D).

Inhibition of malondialdehyde production. The antioxidant properties of the EEHS
were also evaluated by determination of the inhibition of the production of MDA, which is the
by-product of lipid peroxidation of erythrocyte membranes induced by AAPH. Treatment of
erythrocytes with ascorbic acid and the EEHS at the lowest concentration able to inhibit hemo-
lysis (100 ug/mL) for 3 h decreased the MDA levels by 88% and 63%, respectively, compared
with the control group incubated with AAPH alone (Fig 3).

Antimicrobial activity

Minimum inhibitory concentration. Table 3 shows that the EEHS was effective against
all of the microorganisms evaluated, including a gram-positive strain (S. aureus) and a gram-
negative strain (P. mirabilis). However, it presented bacteriostatic and fungistatic activity
against a gram-negative strain (K. pneumoniae) and the yeast Candida albicans, respectively.
In addition, all ATCC strains were more sensitive to the action of the EEHS compared with
hospital strains, except for K. pneumoniae and C. albicans, which showed the same MIC.

Fungal growth inhibition assay. The EEHS inhibited the growth of filamentous fungi
and dermatophytes compared with the solvent (control). The filamentous fungal species most
sensitive to the action of the EEHS was M. piriformis, which was inhibited at EEHS concentra-
tions of 5 mg/mL and 10 mg/mL. The EEHS inhibited strains F. culmorum and C. acutatum
only at the highest concentration evaluated (Fig 4A). The dermatophyte species most sensitive
to the action of the EEHS was M. canis, which was inhibited at the concentrations of 5 mg/mL
and 10 mg/mL. M. audouinii was sensitive to the 10 mg/mL concentration of the EEHS. At the
concentrations tested, the EEHS did not affect the growth of Trichophyton sp. (Fig 4B).

Table 2. IC5, of the ethanolic extract of Hancornia speciosa Gomes leaves (EEHS) compared with the
antioxidant standards ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) along with the percentage
of maximum scavenging activity of the free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

DPPH I1C50 (Mg/mL) Maximum Activity
% pg/mL
Ascorbic acid 29+0.8 96.6+0.3 10
BHT 66.1+23.6 95.1+0.5 500
EEHS 9.4+0.8 94.8+0.8 50

doi:10.1371/journal.pone.0167531.t002
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Fig 2. Effects of EEHS on the inhibition of hemolysis of human erythrocytes induced by AAPH. The groups
were evaluated at (A) 60, (B) 120, (C) 180, and (D) 240 min of incubation. The controls consisted of an erythrocyte
suspension (2.5%) incubated with AAPH alone. Values are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments performed in duplicate. * P < 0.05 when the treated groups were compared with the AAPH group

(erythrocytes incubated with AAPH alone) during the respective incubation periods.

doi:10.1371/journal.pone.0167531.9002

Cytotoxic activity

Cell death profile. The evaluation of the cytotoxicity of the EEHS in Kasumi-1 cells
labeled with annexin V-FITC/PI indicated a decrease in the viability of tumor cells in late apo-
ptosis (Fig 5B and 5C) by 21.6% and 78.7% at concentrations of 100 pg/mL and 200 ug/mL,

respectively, and the ICs, was 160 pg/mL (Fig 5A).

Evaluation of the mitochondrial membrane potential. The analysis of the effects of the
EEHS (ICs = 160 pg/mL) on the mitochondrial membrane potential in Kasumi-1 cells in 24 h
using the JC-1 fluorescent marker indicated a decrease in the potential by 98.4% (Fig 6A and 6B).

Effect of inhibitors on EEHS-induced cell death. The inhibitors E64 and NAC were
effective in inhibiting the EEHS-induced death (IC5o = 160 pg/mL) of Kasumi-1 cells treated
for 24 h. However, in this study, the apoptosis inhibitor Z-VAD-FMK and necrosis inhibitor

NEC-1 were ineffective in inhibiting cell death (Fig 7A and 7B).

9/19
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Fig 3. Effects of the EEHS on the inhibition of lipid peroxidation induced by AAPH. The control corresponds
to erythrocytes incubated with AAPH alone. Values are expressed as the mean + SEM of two independent

experiments performed in duplicate. *** P < 0.001 when the treated groups were compared with the AAPH group
(erythrocytes incubated with AAPH alone).

doi:10.1371/journal.pone.0167531.9g003

Discussion

Plant extracts are naturally occurring products with complex chemical compositions. These
compounds are responsible for the biological activity of the extracts and can act alone or syner-
gistically. Previous phytochemical studies with leaves of H. speciosa identified several

Table 3. Minimal inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and minimum fungicidal concentration (MFC) of the

EEHS and controls.
EEHS mg/mL Gentamicin mg/mL Amphotericin B mg/mL
Microorganism MiC MBC/MFC MIiC MBC MIC MFC
S. aureus (ATCC 43300) 0.78 3.12 0.0312 0.0625 - -
P. mirabilis (ATCC 25933) 3.12 6.25 0.0625 0.0625 - -
K. pneumoniae (ATCC 13883) 12.5 ND 0.00012 0.00012 - -
C. albicans (ATCC 10231) 6.25 ND - - 0.0020 >0.003
S. aureus (ESA) 3.12 6.25 0.125 0.125 - -
P. mirabilis (ESA) 6.25 12.5 0.00049 0.00049 - -
K. pneumoniae (ESA) 12.5 ND 0.0039 0.0039 - -
C. albicans (ESA) 6.25 ND - - 0.0021 >0.003
ATCC, American Type Culture Collection; ESA, Agricultural School, Braganga, Portugal.
ND, Not detected; -, Unvalued.
doi:10.1371/journal.pone.0167531.t003
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0167531 December 1, 2016 10/19
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Fig 4. Zone of inhibition of filamentous fungi. Growth inhibition by the EEHS (5 mg/mL and 10 mg/mL) in the (A) filamentous fungal species Colletotrichum
acutatum ESA12, Fusarium culmorum ESA23, and Mucor piriformis ESA43 and (B) dermatophytes Microsporum canis ESA28, Microsporum audouinii, and
Trichophyton sp. (in mm). Values are expressed as the mean + SEM of duplicate experiments. * P < 0.05, ** P <0.01, and *** P < 0.001 when the treated
groups were compared with the control group (3.3% DMSO).

doi:10.1371/journal.pone.0167531.9g004

compounds, including L-(+)-bornesitol, quinic acid, chlorogenic acid, and flavonoids derived
from kaempferol and rutin [4,37,38,39]. In this study, several phenolic derivatives were identi-
fied in the UV spectrum of the EEHS (Fig 1), and rutin along with chlorogenic acid were the
major compounds in the extract. The amounts of total flavonoids and phenolic compounds in
natural products are important parameters to be considered when assessing the quality and
biological potential of natural products [40]. In this study, the concentration of total phenolic
compounds in the EEHS was higher than that in the extract of H. speciosa fruit [41]. Phenolic
compounds are hydrogen donors capable of directly scavenging free radicals and reducing oxi-
dative damage [42,43], which makes them potent antioxidants. In other medicinal plant
extracts, these compounds also activated endogenous antioxidant systems and inhibited the
lipid peroxidation of human erythrocytes [2, 44]. Among the phenolic compounds, flavonoids
are the most prominent because of their potent antioxidant activity [45].

The analysis of the direct scavenging of free radicals indicated that the EEHS was more
effective than BHT, a synthetic antioxidant used in a wide variety of food products [46] and
cosmetics [47]. The free radical-scavenging capacity of the EEHS was higher than that of the
extracts of H. speciosa fruit [41], which may be attributed to the higher concentration of phe-
nolic compounds in the leaf extract. In addition, the effects of the antioxidant activity in a bio-
logical model in vitro were evaluated in human erythrocytes subjected to lipid peroxidation by
the action of free peroxyl radicals generated by the oxidizing agent AAPH. These radicals
cause erythrocyte hemolysis via the oxidation of lipids and proteins of the cell membranes
[48]. The EEHS demonstrated a sustained ability to protect against AAPH-induced hemolysis.
The inhibition of lipid peroxidation was also determined by the quantification of the levels of
MDA, which is a marker of oxidative damage to the lipids found in the erythrocyte mem-
branes [49]. Umarani et al. [50] reported that the flavonoid rutin, also present in the EEHS,
promoted the inhibition of lipid peroxidation in the heart tissue of rats subjected to oxidative
stress. Henneberg et al. [51] reported the ability of rutin to sequester reactive oxygen species in
human erythrocytes subjected to oxidative damage. Protection against lipid peroxidation pro-
moted by the EEHS may be associated with its direct role in the scavenging of peroxyl radicals
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Fig 5. Cytotoxic activity of the EEHS in the acute myeloid leukemia cell line Kasumi-1. (A) Concentration-response curve (25200 pg/mL). (B) Dot plots
indicating the flow cytometry data of cells stained with propidium iodide (PI) and annexin-V-FITC (An) treated with a negative control (NC), 100 pg/mL of the
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obtained from dot plots of cells treated with NC, 100 pg/mL of the EEHS, or 200 ug/mL of the EEHS. * P < 0.05, ** P <0.01 and *** P < 0.001 when the
treated groups were compared with the control group.

doi:10.1371/journal.pone.0167531.9g005
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doi:10.1371/journal.pone.0167531.g007

or the modulation of endogenous antioxidant mechanisms, including the activation of the
enzymes glutathione, catalase, and superoxide dismutase [2,48].

In addition to the antioxidant activity, phenolic compounds have antimicrobial activity via
several mechanisms, including adsorption to and disruption of microbial membranes, ion
deprivation, enzyme interaction, and interaction with membrane transporters [52,53,54].

Amin et al. [22] found that quercetin derivatives, such as those present in the EEHS, were
active against methicillin-resistant S. aureus strains. Previous studies with extracts of H. spe-
ciosa bark reported antimicrobial activity against gram-positive bacteria (S. aureus) and gram-
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negative bacteria (H. pylori) [3]. In this study, the EEHS presented antimicrobial activity
against ATCC and hospital strains. The bactericidal action of the extract was observed against
gram-positive and gram-negative bacteria. However, gram-negative bacteria are more resistant
than gram-positive bacteria [55]. The bacterial cell wall, particularly in gram-negative bacteria,
is an effective barrier against candidate drug molecules. This barrier is strongly polar and con-
tains efflux pumps that act as a resistance mechanism, ejecting the compounds that pass
through the outer membrane [56]. Al-Fatimi et al. [57] and Sahreen et al. [58] reported that
plant extracts effective against gram-negative bacteria contained polar compounds that could
interact with the chemical composition of the bacterial cell wall structure, thus promoting its
effects.

The EEHS also presented fungistatic activity against the yeast C. albicans and inhibited the
growth of filamentous fungi as well as dermatophytes. The presence of condensed tannins in
the EEHS, particularly catechins, may explain the observed antifungal activity because these
compounds can inactivate adhesion proteins, transporters, and enzymes [52].

Fungi promote superficial infections, which are common in elementary school children
[59], and invasive infections, which are considered one of the leading causes of morbidity and
mortality in immunocompromised patients [60]. The opportunistic nature of these infections
increases the risk of infections in patients with prolonged neutropenia, lymphopenia, bone
marrow transplants, and diabetes as well as those treated with corticosteroids [61].

Plants with antimicrobial activity also present cytotoxic activity by promoting death in vari-
ous tumor cell lines [62] via different mechanisms. The primary routes of cell death are apo-
ptosis, autophagy, and necrosis, and deaths by apoptosis and autophagy are considered
programmed cell death mechanisms, whereas necrosis is considered an unregulated cell death
mechanism [63]. However, cell death by necrosis may be regulated by a process known as
necroptosis [64]. Previous studies indicated that the extracts of leaves, branches, fruit, and fruit
latex of H. speciosa presented low toxicities towards the human tumor cell lines HCT-8 (colon
carcinoma), MDA-MB-435 (melanoma), and SF-295 (glioblastoma) [65]. Moreover, our
results indicated that the EEHS was effective in acute myeloid leukemia cells, and the cytotoxic
activity was concentration-dependent and mediated by apoptosis. Martin et al. [66] found that
the presence of phosphatidylserine in cell death assays with annexin V-FITC is considered an
early event of apoptosis. Cell labeling with propidium iodide, which binds to DNA, is only
observed during membrane damage, which occurs in late apoptosis or early necroptosis [67].
The flavonoids that are catechin and quercetin derivatives have potent cytotoxic activities and
cause apoptosis using mitochondrial pathways in human leukemic cell lines, including mono-
cytic leukemia (U937), erythroleukemia (K562), and promyelocytic leukemia (HL-60) [25].
Therefore, the presence of flavonoids in the EEHS can be directly associated with the cytotox-
icity of the extract.

The EEHS decreased the mitochondrial membrane potential. Similarly, previous studies on
cell viability reported the apoptotic activity of plant extracts in leukemic cell lines via reduction
of the mitochondrial membrane potential [2,31,68].

Mitochondria-mediated apoptosis occurs in response to various death stimuli, including
activation of tumor suppressor proteins and oncogenes, DNA damage, chemotherapeutic
agents, nutritional deprivation, and ultraviolet radiation [69]. In these cases, apoptosis can
occur via the intrinsic (mitochondrial-mediated) or extrinsic apoptotic pathways, both of
which are caspase-dependent. Moreover, in vitro studies demonstrated that caspase-indepen-
dent apoptosis can be regulated by lysosomes and endoplasmic reticulum [70]. Assessing the
mechanism by which the EEHS promoted cell death, using cell death inhibitors, indicated the
involvement of cysteine proteases (cathepsins). These results suggest that the EEHS promotes
apoptosis via cathepsins because these enzymes induce apoptosis of tumor cells in a caspase-
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dependent and caspase-independent manner [71]. The EEHS promoted caspase-independent
apoptosis considering that the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK did not inhibit the cyto-
toxic activity of the extract. Cathepsins can also promote apoptosis by directly causing catalysis
and proteolytic degradation of various substrates involved in cell death [72,73,74]. Antitumor
agents such as vincristine, a naturally occurring alkaloid identified and isolated from plants of
the genus Vinca, induce changes in the permeability of the lysosomal membrane and promote
the release of cathepsins into the cytoplasm [75, 76]. Lysosomal cathepsins can act directly in
the mitochondria by stimulating the release of cytochrome C and producing reactive oxygen
species. The latter has direct and indirect effects on lysosomes [77] and causes progressive
destabilization of the membranes of intracellular organelles, including lysosomes and mito-
chondria [78]. In this context, the EEHS strongly decreased the mitochondrial membrane
potential and formation of reactive oxygen species, as shown by the inhibition of cell death
using NAC, an inhibitor of these molecules.

Together, these results indicate that phenolic acids and flavonoids are present in the EEHS
extract, and the antioxidant, antimicrobial, and cytotoxic activities of these compounds in
acute myeloid leukemia cells are mediated by apoptosis via a decrease in the mitochondrial
potential and cathepsin activation.
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Hancornia speciosa Gomes is a fruit tree, commonly known as the mangaba tree, which is widespread throughout Brazil. The leaves
of this plant are used in traditional medicine for medicinal purposes. Thus, the objective of this study was to perform a
physicochemical characterization, identify the lipophilic antioxidants and fatty acids, and determine the microbiological quality
and safety of H. speciosa leaves. In addition, the antioxidant, antimutagenic, and inhibitory activities of the ethanolic extract of
H. speciosa leaves (EEHS) against enzymes related to neurodegenerative diseases, inflammation, obesity, and diabetes were
investigated. Furthermore, this study aimed at assessing the in vivo effects of the EEHS on the glycemia of normoglycemic and
diabetic Wistar rats. Physicochemical characterization was performed by colorimetry and gas-liquid chromatography with flame
ionization detection (GC-FID). The total number of colonies of aerobic mesophiles, molds, and yeasts was determined. The total
coliforms and Escherichia coli were counted using the SimPlates kit, and sulphite-reducing Clostridium spores were quantified
using the sulphite-polymyxin-sulfadiazine agar method. Salmonella spp. were detected using the 1-2 Test. The antioxidant activity
of the EEHS was measured by its inhibition of 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride- (AAPH-) induced oxidative
hemolysis of human erythrocytes. The antimutagenic activity was determined using the Ames test. The acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase, tyrosinase, hyaluronidase, lipase, a-amylase, and a-glycosidase enzyme-inhibiting activities were assessed
and compared with commercial controls. The in vivo effects of the EEHS were assessed using the oral glucose tolerance test in
normoglycemic Wistar rats and measuring the blood glucose levels in diabetic rats. The results demonstrated physical-chemical
parameters of microbiological quality and safety in the leaves of H. speciosa, as well as antioxidant and antimutagenic activities
and inhibition of enzymes related to neurodegenerative diseases, inflammation, obesity, and diabetes. In in vivo assays, it was
shown that the normoglycemic rats challenged with glucose overload show significantly decreased blood glucose levels when
treated with the EEHS. Taken together, the results ensure the microbiological quality and safety as well as showing the contents of
carotenoids and polyunsaturated fatty acids of H. speciosa leaves. Additionally, the antioxidant, antimutagenic, anti-inflammatory,
anti-Alzheimer’s disease, anti-Parkinson’s disease, antiobesity, and antihyperglycemic activities of the EEHS were demonstrated.

1. Introduction of these materials is still rarely discussed, it is essential

to achieve the expected pharmacological outcomes. Plant
In different cultures worldwide, medicinal plants are used for =~ materials for medicinal purposes need to have acceptable
therapeutic purposes. Although the microbiological quality =~ microbial contamination levels and no deterioration or



pathogenic microorganisms [1]. These basic criteria must be
assessed and followed to obtain plant samples with quality,
safety, and therapeutic efficacy [2, 3].

In Brazil, several plants are used in traditional medicine,
including Hancornia speciosa Gomes (H. speciosa). This fruit
tree, commonly known as the mangaba tree, belongs to
the Apocynaceae family, and its leaves are sold as tea
[4]. This species is native to Brazil and is found in the
Amazonia, Caatinga, and Atlantic forests as well as the
Cerrado (Brazilian savannah) biomes.

The antioxidant, antimicrobial, cytotoxic [4], anti-
inflammatory [5, 6], wound-healing [6], vasodilation
[7, 8], antihypertensive [9, 10], antidiabetic [11], and
acetylcholinesterase-inhibiting [12] activities of H. speciosa
leaves have been described. Previously reported phytochem-
ical studies with H. speciosa leaf extracts showed a complex
chemical composition. The identified chemical constitu-
ents that were related to the biological activities include
L-(+)-bornesitol, quinic acid, chlorogenic acid, and
kaempferol, quercetin, isoquercetin, rutin, and catechin
flavonoids [4, 5, 11, 13, 14]. Recently, Bastos et al. [15]
identified other phenolic compounds, including caffeic
acid, protocatechuic acid isomers, epicatechin, quercetin
isomers, type-B and type-C procyanidins, coumaroylquinic
acid isomers, phlorizin, phloretin, eriodictyol, luteolin, and
apigenin. Natural extracts and phenolic derivatives with
pharmacological potential may serve as a safe and cost-
effective treatment strategy as an alternative to synthetic
drugs [16-19].

Plants are sources of biologically active compounds that
are used by approximately 80% of the world’s population,
either as tea or as pharmaceutical drugs [20]. Furthermore,
natural products or derivatives play a key role in the process
of the development and discovery of new compounds or
drugs [21]. Over the past three decades, drugs developed
from natural products have been prominent because among
the drugs available for treatment, 50% for Alzheimer’s dis-
ease, 8% for Parkinson’s disease, 27% for inflammation,
16% for obesity, and 57% for diabetes are derived directly
or indirectly from natural products [21].

Thus, the objective of this study was to perform a
physicochemical characterization, identify the lipophilic
antioxidants and fatty acids, and determine the microbio-
logical quality and safety of H. speciosa leaves. In addition,
the antioxidant, antimutagenic, and inhibitory activities
against enzymes related to neurodegenerative diseases,
inflammation, obesity, and diabetes of the ethanolic extract
of H. speciosa leaves (EEHS) were investigated. Further-
more, this study aimed to assess the in vivo effects of the
EEHS on the glycemia of normoglycemic and diabetic
Wistar rats.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material and Ethanol Extract Preparation. H. spe-
ciosa leaves were collected after identifying the plant and
receiving permission from the Brazilian Biodiversity Autho-
rization and Information System (Sistema de Autorizagdo e
Informagdo em Biodiversidade, SISBIO; number 54470-1).
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The plant material was collected in Dourados, Mato Grosso
do Sul State (21° 59" 41" south and 55° 19’ 24" west), Brazil,
dried in a convection oven at a temperature of 45 + 5°C, and
ground in a Wiley knife mill. A voucher specimen was
deposited in the herbarium of the Federal University of
Grande Dourados, Mato Grosso do Sul State, Brazil, under
record number 4774. The extract was prepared by macerat-
ing the plant material in 96% ethanol (1:10, w/v). The
mixture was kept at room temperature for 14 days. Subse-
quently, the extract was filtered, concentrated in a rotary
evaporator under vacuum (Gehaka, Sio Paulo, SP, Brazil),
and freeze-dried. The EEHS had a final yield of 28% and
was stored at —20°C in the dark. The flavonoids rutin,
catechin, and isoquercetin, previously identified in the
EEHS by high-performance liquid chromatography with
diode-array detection-tandem mass spectrometry (HPLC-
DAD-MS/MS) [4] and used in this study, were purchased
from Sigma-Aldrich.

2.2. Physicochemical Analysis

2.2.1. Ash Content. The method used to determine the ash
content of H. speciosa leaves consisted of desiccating
250 mg of leaf samples. The test was performed in triplicate,
and the result is expressed as g/100 g of sample [22].

2.2.2. Total Protein Content. The protein content was deter-
mined using the Kjeldahl method (230-Kjeltec Analyzer,
Foss Tecator, Hoganis, Sweden), as described by Nogueira
et al. [23]. The protein concentration was determined by
multiplying the value of the total nitrogen by the factor 5.75
(P( =N x 5.75). The test was performed in

protein) nitrogen)

triplicate, and the result is expressed as g/100 g of sample.
2.2.3. Total Lipids. The crude fat was determined by gravim-
etry after extraction with petroleum ether using an automatic
Soxtec device (FOSS, Soxtec™ 2050, Hoganis, Sweden) [22].
The test was performed in triplicate, and the result is
expressed as g/100 g of sample.

2.2.4. Carbohydrates and Energy. The carbohydrate content
of the sample was calculated by the following difference:
100 — (g proteins +g lipids+g ash). The total energy was
calculated using the following equation: energy (kcal) =4 x
(g proteins + g carbohydrates) + 9 x (g lipids). The tests were
performed in triplicate, and the results are expressed as
g/100g of sample for carbohydrates and as kcal/100g of
sample for energy.

2.2.5. Lipophilic Antioxidants. The lipophilic antioxidants
B-carotene, lycopene, and chlorophyll a and b were deter-
mined using dried and powdered leaf samples (150 mg)
vigorously stirred in 10mL of an acetone-hexane mixture
(4:6, v/v) for 1min and filtered through a Whatman®
Grade 4 qualitative filter paper. The absorbance of the
filtrate was measured at 453, 505, 645, and 663 nm. The
B-carotene, lycopene, and chlorophyll a and b contents
were calculated using the following equations: f3-carotene
(mg/100 mL) = 0.216 x A663-1.220 x A645 —0.304 x A505 +
0.452 x A453; lycopene (mg/100mL)=-0.0458 x A663 +
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0.204 x A645+0.304 x A505 —0.0452 x A453; chlorophyll
a (mg/100 mL)=0.99 x A663 —0.0989 x A645; and chloro-
phyll b (mg/100mL)=-0.328 x A663 +1.77 x A645. The
results are expressed as mg/100 g of sample [23].

2.2.6. Fatty Acid Composition. The total lipids extracted from
dried and powdered leaf samples of H. speciosa were
subjected to transesterification with 2.5mL of methanol,
1.25mL of sulfuric acid, and 1.25mL of toluene (2:1:1 ratio
(v/v)) for at least 12h in a water bath at 50°C and 160 rpm.
After this period, 3 mL of deionized water and 3 mL of diethyl
ether were added. The mixture was stirred and left to stand
until phase separation. The upper phase of fatty acid methyl
esters (FAMEs) was recovered using an anhydrous sodium
sulfate microcolumn and transferred to a glass vial using a
0.2 yum Millipore nylon filter before injection into the device
[24]. The sample FAMEs were determined by gas chroma-
tography with flame-ionization detection (GC-FID) in a
capillary column of the DANI GC 1000 chromatograph
(Izasa, Barcelona, Spain), which is equipped with a split/
splitless injector, a flame ionization detector, and a
Macherey-Nagel column (30 m x 0.32mm ID x 0.25 ym d).
The initial temperature of the column was 50°C for 2 min,
followed by a 30°C/min increase until 125°C, a 5°C/min
increase until 160°C, a 20°C/min increase to 180°C, and a
3°C/min increase until 200°C. Lastly, the temperature was
increased at 20°C/min until the limit of 220°C, where it was
held for 15 min. The total analysis time was 35.16 min. The
gas (hydrogen) was maintained at a flow rate of 4.0 mL/min
(0.61 bar) at 50°C. The injection (1:40) was performed at
220°C. For each analysis, 1 4L of sample was injected into
the GC. The fatty acids were identified by comparing the
retention times of the peaks of standard FAMEs (Supelco
37 Component FAME mix) with those of the sample FAMEs.
The results were processed using CSW 1.7 software (DataA-
pex 1.7, Prague, Czech Republic), and the data are expressed
as the relative percentage of each fatty acid.

2.3. Microbiological Tests. The following parameters were
assessed: mesophilic microorganisms, molds, yeasts, total
coliforms, Escherichia coli, sulphite-reducing Clostridium
spores, and Salmonella spp. All microbiological tests were
performed in triplicate.

2.3.1. Sample Preparation. The samples were prepared as
previously described by Gomes et al. [25]. For this, 25g
of dried and powdered leaves of H. speciosa were
aseptically weighed and homogenized using Stomacher
Lab-Blender (Seward type 400, London, UK) for 3 minutes
with 225 mL of sterile peptone physiological saline solution
(0.1% peptone+0.85% NaCl in sterile deionized water,
pH=7.0£0.05). After 24 hours, serial dilutions were
prepared from this homogenate (initial dilution) with the
same sterile diluents that were used for quantification of
the different microorganisms.

2.3.2. Total Mesophilic Count. The mesophilic aerobic micro-
organisms were counted by adding 1 mL of each dilution of
the leaves of H. speciosa to plate count agar (PCA) media
(Himedia, Mumbai, India), in accordance with Portuguese

law 3788 [26]. Microbial counts are expressed as colony-
forming units per gram (cfu/g) of sample.

2.3.3. Mold and Yeast Counts. Molds and yeasts were counted
by adding 1 mL of the dilution of the leaves of H. speciosa
in yeast peptone dextrose agar (PDA) media (Himedia,
Mumbai, India) incubated at 25°C for 5 days [27]. Micro-
bial counts are expressed as colony-forming units per
gram (cfu/g) of sample.

2.3.4. Staphylococcus aureus Count. Staphylococcus aureus
(S. aureus) was quantified according to protocol NP
4400-1 [28]. Serial dilutions of the leaves of H. speciosa
were inoculated in Baird-Parker broth with egg yolk tellu-
rite emulsion (Himedia) for 24h (37°C). Subsequently,
three to five typical colonies were selected to control for
the presence of coagulase and catalase. Microbial counts
are expressed as cfu/g of sample.

2.3.5. Total Coliform and Escherichia coli Counts. The total
coliform and Escherichia coli (E. coli) were counted using
the SimPlate method [29], according to the manufacturer’s
instructions and procedures.

For this, 1 mL aliquots of the serial dilutions of the leaves
of H. speciosa were mixed with 9mL of a blue solution
supplied by the manufacturer and dispensed into the center
of the SimPlate device. The SimPlate has undergone slight
rotations to disperse the sample and remove the air bubbles.
Samples were incubated at 37+1°C for 24 to 48h. The
positive count of total coliforms was based on the change in
color from blue to pink, and the positive count of E. coli
was based on the change in color and UV fluorescence. Coli-
forms and E. coli were quantified by counting the number of
positive wells, followed by the correlation with the conver-
sion table, and the results are expressed as cfu/g of sample.

2.3.6. Enumeration of Sulphite-Reducing Clostridium Spores.
To the enumeration of sulphite-reducing Clostridium spores,
0.1, 1, 5, and 10 mL aliquots of the initial dilution were added
to empty tubes, which were heated to 80°C for 5min and
incubated with iron sulphite agar (ISA) media [30] in anaer-
obic conditions at 37°C for 5 days. The results are determined
based on the enumeration of sulphite-reducing Clostridium
spores in 0.01 g of sample and expressed as cfu/g of sample.

2.3.7. Salmonella spp. Detection. Salmonella spp. were
detected using the immunodiffusion 1-2 test [29]. The test
was performed by adding 100 L of sample (initial dilution)
preenriched in buffered peptone water and 50 uL of specific
antibody included in the test kit. To confirm immunoband
formation, the test samples were read after 16 to 20h of
incubation at 37°C.

2.4. Antioxidant Activity Assessment

2.4.1. Preparation of Human Erythrocyte Suspensions. The
protocol of human peripheral blood collection was
approved by the Research Ethics Committee (Comité de
Etica em Pesquisa (CEP)) of the University Centre of the
Grande Dourados (Centro Universitario da Grande Dour-
ados), Brazil (process CEP number 123/12). Peripheral



blood was collected from healthy human donors after they
signed the informed consent form. The samples were
transferred into tubes with sodium citrate as an anticoag-
ulant and centrifuged at 1500rpm for 10min at 4°C to
separate the hemocomponents. Blood plasma and the thin
layer of leukocytes were removed. The erythrocytes were
washed three times with phosphate-buffered saline (PBS,
pH=7.4) and centrifuged at 1500 rpm for 10 min at 4°C
in each washing. Lastly, a 2% hematocrit suspension was
prepared in PBS.

2.4.2. Antihemolytic Activity. The assays were conducted
with an erythrocyte suspension (2%) preincubated at
37°C for 30 minutes with 20 ug/mL EEHS or with the
flavonoid rutin, catechin, or isoquercetin individually, sol-
ubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO; final concentration
up to 0.08%). After this period, 50 mM 2,2'-azobis(2-ami-
dinopropane) dihydrochloride (AAPH) solution was added
to the groups subjected to hemolysis induction. This mix-
ture was incubated at 37°C for 4h with frequent stirring.
Erythrocytes incubated with PBS, the extract, and flavo-
noids only were used as negative controls. After every
60min of incubation, the samples were centrifuged at
4000 rpm for 10 min, and an aliquot was collected from the
supernatant, followed by dilution in PBS. Then, the samples
were read at 545 nm. The percentage of hemolysis was calcu-
lated using the formula A/B x 100, where A represents the
sample absorbance and B represents the total hemolysis
(erythrocytes incubated in distilled water). The assays were
performed in triplicate. Percentage values were set for the
third hour of incubation. The percentage of inhibition of
hemolysis as a function of the sample concentration was also
determined from the concentration-response curve.

2.5. Antimutagenic Activity. The antimutagenic activity was
assessed using the Ames test, with some modifications [31].
Two strains were used for the assay, Salmonella typhimurium
TA98 and TA100, genetically modified with a mutation in the
histidine operator gene, which causes the strains to grow in a
histidine-dependent manner. The activities of the direct muta-
gens sodium azide (SAZ) and 4-nitroquinoline 1-oxide
(4NQO) and the indirect mutagen aflatoxin (AFBI1) were
assessed. The rates of inhibition of the mutagenic activity
induced by the EEHS (5-15ug/mL) and flavonoids (0.1-
0.5 ug/mL) were calculated using the following equation: rate
of inhibition (%) = (A — B)/A x 100, where A is the number
of revertants in the presence of mutagens and B is the
number of revertants in the presence of mutagens and
samples after subtracting the number of spontaneous rever-
tants. Values>80% viable cells were considered nontoxic
compared with the negative control viability. The antimuta-
genic effect was considered moderate when the inhibitory
effect ranged from 25 to 40% and high when it was greater
than 40%. Effects lower than 25% were considered irrelevant
and were disregarded.

2.6. Enzyme-Inhibiting Activity Assessment

2.6.1. Cholinesterase-Inhibiting Activity. The acetylthiocholi-
nesterase- (AChE-) and butyrylthiocholinesterase- (BChE-)
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inhibiting activities were assessed based on the spectrophoto-
metric method described by Senol et al. [32] using acetylthio-
choline and butyrylthiocholine as substrates. Aliquots of
50 uL of the EEHS or flavonoids (200-700 ug/mL) diluted
in EtOH/buffered phosphate (0.1 mM, pH=38) were incu-
bated with 25uL acetylcholinesterase (AChE) from Elec-
trophorus electricus (Type-VI, EC 3.1.1.7, Sigma-Aldrich,
USA) and 125uL of 5,5 -dithiobis (2-nitrobenzoic acid)
(0.01M) (DTNB, Sigma-Aldrich, USA) for 15minutes at
25°C. The same procedure was performed to evaluate the
activity of butyrylcholinesterase (BChE) from horse serum
(EC 3.1.1.8, Sigma-Aldrich, USA). Subsequently, the reac-
tions were initiated with the addition of 25uL of the
substrates acetylthiocholine iodide and butyrylthiocholine
chloride (0.075M, Sigma-Aldrich, USA), respectively,
diluted in EtOH/phosphate buffer (0.1 mM, pH=38). The
hydrolysis of substrates was monitored by the formation
of the yellow 5-thio-2-nitrobenzoate anion as a result of
the reaction with the 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
(0.01 M) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA) at 412 nm. All tests
were performed in triplicate. Eserine (0.001-0.01 pg/mL)
(Sigma-Aldrich, USA) was used as a reference compound.
The percentages of AChE/BChE enzyme inhibition were
determined comparing the reaction rates of the samples
compared with the blank (ethanol in phosphate buffer
(0.1mM, pH=38)) using the following formula: (E-S)/
E x 100, where E is the enzymatic activity without test
samples and S is the enzymatic activity with test samples.
The IC,, values were calculated.

2.6.2. Tyrosinase-Inhibiting Activity. The tyrosinase-
inhibiting activity was assessed using the method described
by Orhan and Khan [33], with some modifications. Aliquots
of 25 uL of the EEHS or flavonoids (50-1000 pg/mL) were
mixed with 40 uL of the tyrosinase solution (EC 1.14.1.8.1,
30 U mushroom tyrosinase, Sigma-Aldrich, 200 U/mL) and
100 uL of buffer phosphate solution (pH6.8) in a 96-well
microplate, incubated for 15min at 37°C. Subsequently,
40ul. of L-DOPA (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine) was
added to the mixture which was incubated for 10 min at
37°C. The reading of the absorbance was performed at
492 nm. Kojic acid (2.5-20 yug/mL) was used as the refer-
ence compound.

All tests were performed in triplicate. The percentage
of tyrosinase inhibition was calculated using the follow-
ing formula: % inhibition=[(blank absorbance—sample
absorbance)/blank absorbance] x100. The IC, values
were calculated.

2.6.3. Hyaluronidase-Inhibiting Activity. The assay was
performed as described by Ling et al. [34], with some
modifications. For this, a mixture of 80U of the enzyme
hyaluronidase in 100 L of 20 mM sodium phosphate buffer
and 25uL of EEHS or flavonoids (35 ug/mL) dissolved in
25% (v/v) DMSO was incubated for 10 min at 37°C. After-
wards, 100 uL of hyaluronic acid (0.03% in 300 mM sodium
phosphate buffer, pH5.35) was added and incubated for
45min at 37°C. The undigested hyaluronic acid was precipi-
tated with 1 mL of acidic albumin solution (0.1% bovine
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albumin in 24 mM sodium acetate and 79 mM acetic acid at
pH 3.75). Posteriorly, the samples were incubated at room
temperature for 10 min. The reading of the absorbance was
performed at 600 nm. Absorbance in the absence of enzyme
was used as a reference for maximal inhibition. Epigallocate-
chin (35 ug/mL) was used as the reference compound. The
tests were performed in triplicate. The inhibitory activity of
the test sample was calculated using the following formula:
inhibition (%) = A, (test sample)/A,; (reference sample) x 100.

2.6.4. a-Amylase-Inhibiting Activity. The a-amylase-inhibiting
activity was assessed as described by Gao et al. [35]. Blue
starch (Sigma-Aldrich; 2.0 mg) was used as the substrate in
50mM Tri-HCI buffer at a pH of 6.9 containing 10 mM
CaCl, and boiled for 5min at 100°C. Then, the starch azure
solution was preincubated for 10 min at 37 C. The samples
of the EEHS or flavonoids (20-100 ug/mL) were dissolved
in 25% DMSO, and 200 uL of porcine pancreatic a-amylase
solution (Sigma-Aldrich, A-6255; 2.0U/mL; 50mM Tri-
HCI buffer containing 10 mM CaCl,, pH 6.9) was added into
each assay. The reaction was carried out at 37°C for 10 min
and stopped by adding 0.5mL of 50% acetic acid. The reac-
tion mixture was then centrifuged at 2000 rpm for 5min at
4°C. The absorbance of the supernatant at 595nm was
measured. Acarbose (20-100 ug/mL) was used as the refer-
ence compound. The tests were performed in triplicate. The
a-amylase-inhibiting activity was calculated using the
following formula: %inhibition = (A_,) — (A._) — (A, — Ay)/
(A.,) — (A_) x 100, where A_, is the activity in the presence
of 100% enzyme (solvent with enzyme), A__ is the activity in
the presence of 0% enzyme (solvent without enzyme), A is
the enzyme-inhibiting activity of the test sample (sample
with enzyme), and A, is the blank (test sample without
enzyme). The IC,, values were calculated.

2.6.5. a-Glucosidase-Inhibiting Activity. The a-glucosidase-
inhibiting activity was assessed according to Mayur et al.
[36], with minor modifications. The reaction mixture
contained 50 uL of 0.1 M phosphate buffer (pH?7.0), 25uL
of 0.5 mM 4-nitrophenyl a-D-glucopyranoside, 10 uL of the
EEHS or flavonoids (25-85 ug/mL), and 25 uL of a-glucosi-
dase solution (0.2 unit/mL). The mixture was then incubated
at 37°C for 30min, and the reaction was terminated by
adding 100uL of 0.2M sodium carbonate solution. The
enzymatic hydrolysis of substrate was monitored through
the amount of p-nitrophenol released in the reaction mixture
at 410 nm. Individual blanks were prepared for correcting
background absorbance, being the enzymes replaced by
0.1M phosphate buffer (pH7.0). In controls, the plant
extract or flavonoids were replaced by methanol. Acarbose
(25-85 ug/mL) was used as a positive control. The inhibi-
tion percentage of a-glucosidase was calculated through
the formula: % inhibition =[1 — (sample absorbance/control
absorbance)] X 100. The IC50 values were compared;
analyses were carried out in triplicate.

2.6.6. Lipase-Inhibiting Activity. The porcine pancreatic
lipase (PPL) (type II-inhibiting, Sigma-Aldrich) activity was
assessed using the spectrophotometric method described by

Roh and Jung [37]. EEHS or flavonoids (final concentra-
tions of 2.5-35ug/mL) were preincubated with PPL
(Img/mL) for 1h in a potassium phosphate buffer
(0.1mM, pH7.2, 0.1% Tween 80) at 30°C before assaying
the PPL activity. 0.1uL p-nitrofenil Butirato (Sigma-
Aldrich) was then added as a substrate. After incubation
at 30°C for 5min, the amount of p-nitrophenol released
in the reaction was measured at 405nm using a UV-
visible spectrophotometer. The activity of the negative
control (DMSO) was also evaluated with and without an
inhibitor. All tests were performed in triplicate. Orlistat
(0.003-0.01 pug/mL) was used as the reference compound.
The PPL-inhibiting activity was calculated using the
following formula: inhibitory activity (%) = 100 — ((B—b)/
(A-a)x100), where A is the activity without an inhibi-
tor, a is the negative control without an inhibitor, B is
the activity with an inhibitor, and b is the negative con-
trol with an inhibitor. The IC,, values were calculated.

2.7. In Vivo Studies

2.7.1. Animals. All experimental procedures with animals
were submitted to and approved by the Ethics Committee
on Animal Use of the University of Brasilia (permission-
UnBDOC number 47926/2010) and conducted in accor-
dance with the norms of the National Council for the Control
of Animal Experimentation (Conselho Nacional de Experi-
menta¢do Animal (CONCEA)). 120-day-old adult male
Wistar rats were obtained from the animal house of the
School of Biological and Environmental Sciences, Federal
University of Grande Dourados, Mato Grosso do Sul State,
Brazil. The animals were kept in polyethylene boxes at 22
+2°C and in a controlled light-dark cycle (12/12h). All
animals were fed ad libitum.

2.7.2. Oral Glucose Tolerance Test in Normoglycemic Wistar
Rats. The oral glucose tolerance test (OGTT) was performed
after 12 hours of fasting in adult 120-day-old male normogly-
cemic Wistar rats. The animals were challenged with glucose
overload by oral gavage (2 g/kg body mass). After 30 minutes,
the vehicle control dimethyl sulfoxide (6% DMSO) and
EEHS (200 and 400 mg/kg body mass) treatments were
performed. Rat glycemia was measured at 0, 30, 60, 120,
and 180 min after delivering the glucose overload according
to Aragao et al. [38] using the Accu-Chek Active (Roche)
blood glucose meter and disposable strips.

2.7.3. Diabetes Induction. Diabetes was induced in adult
120-day-old male Wistar rats with a single intraperitoneal
injection of alloxan monohydrate (120 mg/kg body mass)
dissolved in 0.9% sterile saline, as described by Aragio
et al. [38], with some modifications. Blood glucose levels
were determined 96h after the induction of diabetes using
a portable Accu-Chek (Abbott) blood glucose meter and
disposable strips. The animals with hyperglycemia (blood
glucose levels higher than 200 mg/dL) were separated for
further study.

2.7.4. Glycemic Assessment in Diabetic Wistar Rats. The treat-
ment and glycemic assessment of diabetic male Wistar rats



were performed according to Aragio et al. [38], with some
modifications. The blood glucose levels of diabetic rats
submitted to acute and chronic treatment (28 days) were
measured during fasting at time zero, and they were subse-
quently administered with the doses of vehicle control 6%
DMSO, EEHS (200mg/kg body mass), and metformin
(120 mg/kg body mass). The blood glucose levels of the rats
were measured at times of 0, 30, 60, 120, and 180 min using
the Accu-Chek Active (Roche) blood glucose meter and
disposable strips.

2.8. Statistical Analysis. The data are expressed as the
mean * standard error of the mean (SEM) and were ana-
lyzed to assess significant differences between groups. One-
way analysis of variance was used for the total composition
of FAMEs as well as antihemolytic, enzyme-inhibiting, and
antimutagenic activities. Differences were determined using
the multiple comparison Tukey test for the results of the total
composition of FAMEs and antihemolytic activity. Dunnett’s
multiple comparison test was used to assess differences in
enzyme inhibition and antimutagenicity assays. The -test
was used in the in vivo experiments to assess differences
between groups. All data were obtained using the Software
GraphPad Prism 5. Results were considered significant
when *P <0.05 or TP <0.05, **P <0.01, and ***P <0.001
or ###P <0.001.

3. Results

3.1. Physicochemical Parameters. Physicochemical parame-
ters, including the mineral (ash), protein, total lipid, and car-
bohydrate contents as well as the energy value of H. speciosa
leaves, are outlined in Table 1.

3.2. Lipophilic Antioxidants. Chlorophyll a and S-carotene
were the predominant antioxidants, with 1.33+0.03 and
0.55+0.01 mg/100 g of sample, respectively. Conversely, the
concentration of chlorophyll b was 0.42+0.02mg/100g,
and the concentration of lycopene was 0.070 + 0.01 mg/100 g.

3.3. Profile of Fatty Acid Methyl Esters. After total lipid
extraction from H. speciosa leaves, the profiles of FAMEs
were analyzed by gas chromatography (Figure 1(a)). The a-
linolenic acid (C18:3n3) was the predominant fatty acid
identified in the sample, followed by palmitic (C16:0) and
linoleic (C18:2n6) acids. In addition to these three fatty
acids, 19 other compounds were identified and quantified
(Figure 1(b)). The sample had a higher percentage of poly-
unsaturated fatty acids (PUFAs) (48.82%), followed by
saturated fatty acids (SFAs) (39.19%) and monounsatu-
rated fatty acids (MUFAs) (11.86%) (Figure 1(c)). The
PUFAs/SFAs and n-6/n-3 ratios assessed were 1.25 and
3.37, respectively.

3.4. Microbiological Quality and Safety. The results from the
microbiological quality and safety analysis of H. speciosa
leaves are outlined in Table 2.

3.5. Antihemolytic Activity. Figure 2 shows the results of the
protective activities of the EEHS (59.59+1.42%), rutin
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TaBLE 1: Physicochemical characterization of Hancornia speciosa
leaf samples.

Physicochemical characterization Results/100 g
Ash 22+0.0123¢g

Protein 14.7+0.1811g
Lipid 0.14+0.0006 g
Sugars 82.9+0.0174g
Energy 392.0 £ 0.049 kcal

Values are expressed as the mean+SEM of experiments performed in
triplicate.

(29.67 +2.11%), catechin (23.67 +1.97%), and isoquercetin
(20.97 +1.38%) against AAPH-induced hemolysis.

3.6. Antimutagenic Activity. The results from the study of the
antimutagenic potentials of the EEHS, rutin, catechin, and
isoquercetin are outlined in Table 3. In all of the EEHS
concentrations tested (5-15ug/mL), a high antimutagenic
activity was observed in the Salmonella typhimurium
TA98 and TA100 strains exposed to different mutagens
with (S9+) and without (S9—) metabolic activation. Among
the flavonoids, rutin (0.1-0.25 ug/mL) showed moderate
antimutagenic activity in the Salmonella typhimurium
TA98 strain without metabolic activation.

3.7. Enzyme-Inhibiting Activity

3.7.1. Cholinesterase-Inhibiting Activity. Table 4 shows that
the EEHS had higher AChE-inhibiting activity than isoquer-
cetin (2.0 times), rutin (1.7 times), and catechin (1.5 times)
and lower activity than eserine (reference AChE inhibitor).
The EEHS showed higher BChE-inhibiting activity than
isoquercetin (1.8 times), catechin (1.6 times), and rutin (1.4
times) and lower activity than eserine (reference BChE
inhibitor) (Table 4).

3.7.2. Tyrosinase-Inhibiting Activity. The EEHS showed
4.3-, 3.8-, and 3.7-fold higher tyrosinase-inhibiting activity
than catechin, isoquercetin, and rutin, respectively (Table 4).
The tyrosinase-inhibiting activities of all compounds were
lower than that of the reference inhibitor kojic acid
(Table 4).

3.7.3. Hyaluronidase-Inhibiting Activity. The EEHS showed
1.8-fold higher hyaluronidase-inhibiting activity than rutin
and catechin and 2.6-fold higher activity than isoquercetin
(Table 4). However, the hyaluronidase-inhibiting activities
of the EEHS and flavonoids were lower than that of the
reference compound, epigallocatechin (EGC) (Table 4).

3.7.4. Pancreatic Lipase-Inhibiting Activity. Table 4 shows
that the EEHS had higher pancreatic lipase-inhibiting
activity than isoquercetin (8.1 times), catechin (7.4 times),
and rutin (5.2 times) and lower activity than that of orlistat
(reference inhibitor of pancreatic lipase).

3.7.5. a-Amylase- and «-Glucosidase-Inhibiting Activities.
Table 4 shows that the EEHS had higher a-amylase-
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FiGurk 1: (a) Chromatographic fatty acid profile of Hancornia speciosa leaf samples. (b) Chemical composition of fatty acid methyl esters
(FAMEs): caprylic acid (C8:0), capric acid (C10:0), lauric acid (C12:0), tridecanooic acid (C13:0), myristic acid (C14:0), myristoleic acid
(C14:1), pentadecanoic (C15:0), palmitic acid (C16:0), palmitoleic acid (C16:1), heptadecanoic acid (C17:0), cis-10-heptadecanoic acid
(C17:1), stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1n9c+t), linoleic acid (C18:2n6c¢), a-linolenic acid (C18:3n3), arachidic acid (C20:0), cis-11-
eicosenoic acid (C20:1), cis-11,14-eicosadienoic acid (C20:2), heneicosanoic acid (C21:0), behenic acid (C22:0), tricosanoic acid (C23:0),
and nervonic acid (C24:1). (c) Total composition of saturated fatty acids (SFAs), monounsaturated fatty acids (MUFAs), and
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) of Hancornia speciosa leaf samples. Values are expressed as the mean + SEM of three independent
experiments performed in duplicate. TP < 0.05 compared with the SFA group versus the PUFA group; ###P < 0.001 compared with the
MUFA group versus the PUFA and SFA groups; and ***P < 0.001 compared with the PUFA group versus the MUFA groups.

inhibiting activity than rutin (2.2 times), isoquercetin (2.0
times), catechin (1.4 times) and the reference inhibitor acar-
bose (1.9 times). The assessment of the a-amylase-inhibiting
activity of flavonoids in comparison with the reference
compound acarbose showed that catechin had a higher
activity than acarbose (Table 4). The EEHS showed higher
a-glucosidase-inhibiting activity than rutin (2.4 times),
catechin (2.2 times), isoquercetin (1.7 times), and acarbose
(1.6 times) (Table 4).

3.8. In Vivo Studies

3.8.1. Oral Glucose Tolerance Test in Normoglycemic Wistar
Rats. Figure 3 shows that the normoglycemic rats challenged
with glucose overload show significantly decreased blood
glucose levels when treated with the EEHS (200 mg/kg).

3.8.2. Glycemic Assessment in Diabetic Wistar Rats. In
the assay with diabetic rats with glycemia higher than



TaBLE 2: Microbiological analysis of Hancornia speciosa leaf
samples.

Results
6.25x 10* +0.45 cfu/g
6.82x10” +0.18 cfu/g
12.4 x 10% +0.40 cfu/g

Microbiological analysis

Aerobic mesophiles
Molds and yeast

Total coliforms

Escherichia coli <1cfu/g
Sulphite-reducing Clostridia Absent
Salmonella spp. Absent
Staphylococcus aureus <10 cfu/g

Values are expressed as the mean+SEM of experiments performed
in triplicate.

400mg/dL and without glucose overload, no decreases
in the blood glucose levels were observed after acute
(Figure 4(a)) and chronic (Figure 4(b)) treatments with the
EEHS (200 mg/kg). Only the experimental group metformin
(MET, 120 mg/kg) showed decreased blood glucose levels
(Figures 4(a) and 4(b)).

4. Discussion

Brazil has different biomes with high biological diversity and
native species, which are often used as medicinal plants.
Studying the pharmacological properties of these plants used
in traditional medicine ensures its scientific record and
strengthens the traditional knowledge accumulated over
centuries. Among these plants, H. speciosa has been
described as a highly versatile species. This plant is tradition-
ally used to treat various diseases and has a high economic
and biotechnological potential for drug development because
its leaves and other parts are sold as tea [4, 39].

Despite the proven therapeutic effect, the increase in the
consumption of natural products has become a public health
problem because low-quality products without validation of
raw material safety and efficiency may be purchased [3].
Natural products may contain a large number of fungi and
bacteria; these microorganisms are usually from the soil,
which is the natural microbiota or even introduced during
inappropriate handling of harvest, drying, and storage of
these products (WHO, 2007). In this sense, several studies
have been carried out with the purpose of assuring the quality
and microbiological safety of medicinal plants [40-42].
Although the European Community legislation does not have
defined microbiological standards for aromatic dry plants,
the World Health Organization (WHO), the European Spice
Association (ESA), and the Codex Code of Hygienic Practice
specify that aromatic dry plants need to have acceptable
microbial contamination levels and absence of pathogenic
microorganisms, such as Salmonella sp. and Clostridium sp.
[2, 43, 44]. Thus, this study aimed to ensure that the raw
material used is of high quality and safe for consumption by
testing the microbiological quality and safety of H. speciosa
leaves, which are in accordance with current standards
established by the World Health Organization for products
intended for human consumption [2].
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After the initial quality and safety assessment as well as
physicochemical analysis, including the quantification of
the total lipids extracted from H. speciosa leaves, different
fatty acids were identified. Among the fatty acids, a-linolenic
acid (polyunsaturated omega-3), considered an essential fatty
acid only obtained from the diet [45], was the predominant
fatty acid found in H. speciosa leaves, followed by palmitic
(saturated) and linoleic (polyunsaturated omega-6) acids.
Moreover, the PUFAs/SFAs and n-6/n-3 fatty acid ratios cal-
culated indicate good nutritional quality, including health
benefits [46]. a-Linolenic acid cannot be synthesized by
humans; however, dietary a-linolenic acid is the precursor
of eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids, which are
anti-inflammatory eicosanoids [47, 48].

Furthermore, the quantification of natural antioxidants,
including lipophilic antioxidants as well as the total phenols
and flavonoids in natural products, provides key parameters
to assess the quality and biological potential of herbal prod-
ucts [49]. In this study, the lipophilic antioxidants chloro-
phyll a and b, 3-carotene, and lycopene were identified and
quantified in H. speciosa leaves. The main carotenoids
include the hydrocarbons p-carotene and lycopene [50].
The great interest in these nutrients results from their biolog-
ical and physiological functions [51]. Some carotenoids, in
addition to vitamin A (retinol) precursors, have antioxidant
properties and improve the immune response [52]. More-
over, a previous study by Santos et al. [4] with the EEHS
reported higher concentrations of total phenols than those
described for H. speciosa fruit extracts [53].

Phenolic compounds are hydrogen donors capable of
directly removing free radicals and reducing oxidative dam-
age [4, 54, 55]. Extracts from medicinal plants with phenols
and flavonoids, including H. speciosa, are described for their
ability to activate endogenous antioxidant systems and to
inhibit lipid peroxidation in human erythrocytes [4, 56, 57].
Accordingly, the flavonoids rutin, catechin, and isoquercetin,
previously identified by Santos et al. [4] in the EEHS, showed
antioxidant activity in this study, which was confirmed by the
protection against human erythrocyte hemolysis resulting
from lipid peroxidation. However, the results showed a pos-
sible synergistic effect between components of the extract
because the EEHS showed a higher antihemolytic activity
than the flavonoids alone. Peroxyl radicals promote hemoly-
sis by oxidizing lipids and proteins of the cell membrane [58].
In vitro and in vivo studies show that natural extracts and
flavonoids have antioxidant activity by inhibiting lipid
peroxidation in the erythrocytes and cardiomyocytes of rats
subjected to oxidative stress [4, 59, 60]. The protection
against lipid peroxidation promoted by the test samples
may be associated with the direct peroxyl radical scavenging
activity or with the activation of enzymatic antioxidant
mechanisms, such as glutathione, catalase, and superoxide
dismutase [56, 58].

Accordingly, endogenous intracellular antioxidant path-
ways naturally protect the human body from the frequent
contact with mutagenic agents. These structures stabilize
highly reactive species that damage deoxyribonucleic acid
(DNA) [61]. However, natural defense mechanisms may
not suffice, thus highlighting the importance of investigating
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F1GURE 2: Antihemolytic activities of the ethanolic extract from Hancornia speciosa leaves (EEHS) (20 ug/mL) and the flavonoids rutin (Rut),
catechin (Cat), and isoquercetin (Isoq) (20 ug/mL) against 50 mM AAPH-induced hemolysis. Values are expressed as the mean + SEM of
experiments performed in triplicate. ***P < 0.001 when the EEHS group is compared with the rutin, catechin, and isoquercetin groups.

TaBLE 3: Antimutagenic activities of the ethanolic extract from Hancornia speciosa leaves (EEHS), rutin (Rut), catechin (Cat), and
isoquercetin (Isoq) in Salmonella typhimurium TA98 and TA100 strains.

NS S9+ N S9+
pg/mL TA 98 No rez:)f/z:)rtants TA 98 No reé\;/:)rtants TA 100 No reE\l;Oe;tants TA 100 No rez\(;:;‘tants
NC 39.0+3.2 — 50.3+3.8 — 63.3+£2.6 — 46.7+2.4 —
4-NO 3 198.6 +4.6 0 — — — — — —
SAZ 3 — — — — 256.7+2.9 0 — —
AFB1 3 — — 231.0+6.6 0 — — 236.3+5.9 0
5 350+2.1%*" 82.3+0.6 18.6 £0.9*** 923+0.3 95.0 £2.9%** 63.0+1.0 75.0+2.9"** 68.0+1.5
EEHS 10 11.3+2.3"*" 94.0+1.7 8.0+1.1"*" 96.7+0.3 70.7 +2.3*** 723+0.9 57.3+4.3"*" 75.7+1.4
15 7.7 +1.207** 96.0+0.6 56+0.3"*" 97.6+0.3 44.0+3.8"*" 82.7+1.2 36.0+3.6"*" 84.7+1.3
0.1 136.0 £ 5.5*** 31.3+4.1 231.3+4.1 —0.04 £ 0.01 269.7 £4.7 —0.05+0.01 254.7+5.2 0.01+£0.01
Rut 0.25 1483+0.9""" 253+1.2 248.6+£2.0 —0.07+£0.01 285.7+29 -0.11+£0.04 269.3£0.6 —-0.05+0.01
0.5 175.0+2.9 12.3+0.6 >300 — 285.7+0.9 -0.39+£0.5 2753+29 0.07 £0.01
0.1 211.0 £6.08 —0.06 £ 0.01 240.0+7.1 —0.04+0.01 284.7+14 -0.11+£0.03 285.0+3.6 -0.11+0.01
Cat 0.25 240.0+7.63 -20.6+2.2 272.3+3.6 -18.0+3.5 289.3+22 -0.12+£0.02 280.3+4.8 -0.09+0.01
0.5 >300 — >300 — 291.0+5.5 —0.06 £0.1 284.7+6.8 -0.11+£0.02
0.1 195.6+5.0 0.01+0.01 201.0+4.3 0.1+0.01 2733+3.3 —-0.06 £0.01 281.0+74 0.05 +0.06
Isoq 0.25 >300 — 245.3+6.6 —0.06 £ 0.01 2843+22 -0.31+0.33 279.3+5.8 —-0.09 +0.02
0.5 >300 — >300 — 289.0+2.8 -0.12+£0.04 2823+43 -0.37+£0.03

Salmonella typhimurium TA98 and TA100 strains (CFUs) exposed to the direct mutagens 4-nitroquinoline-1-oxide (4-NO) and sodium azide (SAZ) without
metabolic activation (S9-). Salmonella typhimurium TA98 and TA100 (CFUs) strains exposed to the indirect mutagen aflatoxin B1 (AFB1) with metabolic
activation (S9+, microsomal activation system: microsomal fraction of rat liver homogenate). Values are expressed as the mean + SEM of the experiment
performed in triplicate. ***P < 0.001 when the means of the treated groups are compared with the 4-NO (TA98/without S9), SAZ (TA100/without S9), and

AFBI (TA98 and TA100 with S9) groups. —: unvalued.

exogenous antioxidant compounds with antimutagenic
activity [62].

The Ames test has been recommended to assess the
antimutagenic effects of several natural molecules, including
plant compounds. This assay can detect frameshift or mis-
sense mutations [63]. The EEHS showed antimutagenic
activity when Salmonella typhimurium TA98 and TA100
strains were exposed to the direct mutagens 4-NO, a sub-
stitution agent that primarily acts on guanine (G) residues,
inducing transitions from guanine-cytosine (GC) to
adenine-thymine (AT) [64], and SAZ, which induces

mutagenesis through the production of the DNA-
interacting metabolite L-azidoalanine, inducing transitions
from GC to AT [65]. Moreover, the EEHS showed anti-
mutagenic activity when S. typhimurium TA98 and
TA100 strains were exposed to the indirect mutagen
AFBI, a toxin that stimulates the release of free radicals,
thereby triggering chromosomal aberrations [66]. Among
the flavonoids, rutin showed moderate antimutagenic
activity when S. typhimurium TA98 strains were exposed
to 4-NO. A study using the Ames test suggests that flavo-
noids may show antimutagenic effects through different
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TaBLE 4: Acetylcholinesterase- (AChE-), butyrylcholinesterase- (BChE-), tyrosinase-, hyaluronidase-, pancreatic lipase-, a-amylase-, and
a-glucosidase-inhibiting activities of the ethanolic extract from Hancornia speciosa leaves (EEHS), rutin (Rut), catechin (Cat), and
isoquercetin (Isoq).

AChE BchE Tyrosinase Hyaluronidase ~ Pancreatic lipase a-Amylase a-Glucosidase

IC;, (ug/mL) IC;, (ug/mL)  1Cj, (ug/mL) % (pug/mL) I1C5, (ug/mL) IC;, (ug/mL)  1Cj, (ug/mL)
EEHS 257.2+10.8"*" 190.3+9.8"** 159.4 +2.4*** 225+1.6™" 33+0.3""" 35.8+2.9""" 31.6 £1.5%*"
Rut 437.6+9.9 272.9+8.8 583.2+129 123+0.9 17.2+0.9 77.9+0.6 749+23
Cat 379.0+8.4 312.6+6.7 679.2+11.8 12.3+0.8 24.5+0.6 50.3+2.6™" 68.4+1.6
Isoq 527.8+12.1 342.8+7.6 610.7+7.1 8.8+0.8 26.7+1.6 732+1.5 549+23
Eserine 0.005+0.001 0.037+£0.003 — — — — —
Kojic ac. — — 6.5+0.5 — — — —
EGC — — — 97.9+0.8 — — —
Orlistat — — — — 0.016 £0.02 — —
Acarbose — — — — — 67.5+1.5 49.7+2.1

Values are expressed as the mean (ug/mL), IC,, and percentage + SEM of experiments performed in triplicate. ***P < 0.001 when comparing the treatment
groups with the acarbose control groups, epigallocatechin (EGC). **P < 0.01 compared with the catechin group versus the rutin, isoquercetin, and control
groups (acarbose). ***P < 0.001 compared with the EEHS group versus the rutin, catechin, isoquercetin, and control groups (eserine, kojic acid, ECG:

epigallocatechin, orlistat, or acarbose).
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FIGURE 3: Oral glucose tolerance test in normoglycemic Wistar rats
subjected to treatment with the control and ethanolic extract of
Hancornia speciosa leaves (EEHS) at 200 and 400 mg/kg. Times
assessed: 0, 30, 60, 120, and 180 min. Values are expressed as the
mean+SEM, n=5. **P<0.01 and *P<0.05 when comparing
treatment groups with the control group.

mechanisms, including scavenging bacterial mutagens,
interacting with mutagenic reactive intermediates and
affecting microsomal enzymes [67]. However, flavonoids
may also show dual concentration-dependent effects, either
mutagenic or antimutagenic [68]. Thus, the antimutagenic
activity of the extract and rutin could be related to the
antioxidant activity because other studies have reported
that antioxidant compounds are related to the antimuta-
genic activity [69, 70].

The ability of flavonoids to reduce oxidative stress is also
related to the decreased risk associated with neurodegenera-
tive diseases [71]. In this context, medicinal plants and phe-
nolic derivatives have been recognized for their inhibitory
activities against enzymes involved in neurodegenerative
diseases [70-72]. Alzheimer’s disease is a degenerative and
progressive disease and is the form of dementia most
commonly found among elderly people [73]. This disease is

characterized by the presence of S-amyloid plaques with
neurofibrillary complications and the degeneration or atro-
phy of cholinergic neurons [74, 75]. The loss of cholinergic
neurons results in the reduced availability of the cholinergic
neurotransmitter acetylcholine, leading to impaired cogni-
tion in Alzheimer’s disease [76]. However, the level of this
neurotransmitter can be increased in the brain by inhibiting
the activity of cholinesterases, enzymes that break down ace-
tylcholine [77]. In this context, AChE and BChE inhibitors
are used to increase the synaptic levels of acetylcholine,
which is considered the main disease treatment approach
[78]. The increase in acetylcholine levels improves the
communication between nerve cells that use it as the only
neurotransmitter [79]. Other in vitro studies using the
flavonoids rutin and quercetin reported findings on the
AChE- and BChE-inhibiting activities [72, 80]. In vivo
phenolic and flavonoid derivatives, such as rutin and querce-
tin, also show AChE- and BChE-inhibiting activities and
improve the cognitive abilities of animals, including those
subjected to neurotoxicity [81, 82]. Furthermore, a molecular
coupling study has shown the hydrophobic interactions and
strong hydrogen bonds between quercetin and the enzymes
AChE and BChE, thus proposing this mechanism as the basis
for the enzyme-inhibiting activity [83].

The activity of tyrosinase, another enzyme related to
neurodegenerative diseases, was inhibited by the H. speciosa
extract and flavonoids. Tyrosinase is a polyphenol oxidase
enzyme involved in the synthesis of melanin (skin and hair)
and neuromelanin [84], and it is considered a key target in
the search for new drugs against Parkinson’s disease [72].
This neurodegenerative disease results from the deficiency
of dopaminergic neurons [84]. Studies suggest that tyrosi-
nase plays a role in the formation of reactive species that
oxidize dopamine, which triggers the production of more
reactive oxygen species leading to neuronal death [85, 86].
Furthermore, the increase in lipid peroxidation in the
brains of patients with Parkinson’s disease has been
reported [87, 88].
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F1GURE 4: Glycemic curve without glucose overload in diabetic Wistar rats subjected to acute (a) and chronic (b) treatments with the control,
EEHS (200 mg/kg) and metformin (MET, 120 mg/kg). Times tested: 0, 30, 60, 120, and 180 min. Values are expressed as the mean + SEM,
n=>5.**P<0.01 and *P < 0.05 when comparing treatment groups with the control group.

In addition to those activities, tyrosinase also plays an
enzymatic role in fruit and vegetable browning and skin
hyperpigmentation [89]. Accordingly, tyrosinase inhibitors
are mainly used as chemical agents to reduce food browning
and human skin hyperpigmentation [90, 91]. Although
melanogenesis is mainly responsible for skin coloration and
the protection of skin against sun-related lesions, abnormal
skin hyperpigmentation causes serious esthetic problems
[92]. Kojic acid, a chemical product commonly used for skin
whitening, has health adverse effects, including cytotoxic and
mutagenic effects [93]. Therefore, compounds derived from
natural products have become the alternative to those
products, including flavonoids, which have stood out as
inhibitors of this enzyme. Flavonoids are used to suppress

melanogenesis in dermatological diseases associated with
skin hyperpigmentation [94]. The assessment of tyrosinase
inhibition by the EEHS and flavonoids observed in this study
may be related to direct interaction with tyrosinase because
flavonoids, including the derivative quercetin, interact with
the enzyme forming a flavonoid-copper-enzyme complex,
according to Kim et al. [90].

In addition to neurodegenerative diseases and skin hyper-
pigmentation, inflammatory processes are also involved in
the origin of other diseases [75].

In this context, H. speciosa has been used in traditional
medicine to treat inflammatory diseases [95]. In vitro and
in vivo studies with extracts from the plant and flavonoids
isolated from its extracts have shown anti-inflammatory
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activity through various mechanisms, including the
inhibition of the enzymes nitric oxide synthase (iNOS)
and cyclooxygenase-2 (COX-2), the proinflammatory
transcriptional factor NF-xB, and the inflammatory cyto-
kines interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) [5, 6, 96-98].

Many commercially available anti-inflammatory drugs
have harmful side effects. Therefore, the search for new ther-
apies is extremely important [98]. Hyaluronidase-inhibiting
compounds may be used as anti-inflammatory drugs [99].
The hyaluronidase enzymatic activity not only promotes
chemokine and cytokine induction but may also degrade
hyaluronic acid [99, 100]. Studies show that the high-
molecular-weight hyaluronic acid has an anti-inflammatory
activity, whereas its low-molecular-weight degradation
products are potent proinflammatory molecules [101].
Hyaluronic acid is the main component of the extracellular
matrix and is considered one of the main molecules involved
in the tissue regeneration process. The activity of hyaluronic
acid and its degradation products have been related to
inflammation, cell migration, and angiogenesis through
modulation of specific receptors [102]. Some of the conse-
quences of hyaluronic acid degradation resulting from the
activity of the enzyme hyaluronidase are bone loss, inflam-
mation, and pain [103].

Another diseased related to inflammation is obesity
[104]. Obesity is defined as excess weight [105]. Some of
the drug alternatives to treat obesity are related to the inhibi-
tion of enzymes involved in fat digestion and absorption
[106]. Dietary fat digestion is necessary for its absorption,
and such a process occurs through lipid hydrolysis resulting
from lipase activity, thereby releasing fatty acids and glycerol
[107]. The inhibition of pancreatic lipase, the main enzyme
responsible for triglyceride digestion, is a strategy to reduce
fat absorption and control weight that may decrease obesity
[19]. In this context, many medicinal plants and phenolic
derivatives have lipase-inhibiting activity [16-19]. H. spe-
ciosa is commonly used to treat obesity [108], and in this
study, the EEHS showed higher lipase-inhibiting activity in
the pancreas than flavonoids and a lower activity to orlistat,
a potent commercial inhibitor of this enzyme. These results
suggest that the EEHS and the flavonoids tested in this study
promote interaction with the lipase enzyme because, as
reported by a study, flavonoids, including rutin and quercetin
derivatives, interact with lipase forming a flavonoid-enzyme
complex, primarily through hydrophobic and hydrophilic
bonds, thereby decreasing or inhibiting the activity of the
enzyme [109].

Furthermore, obese patients have a high risk of develop-
ing diseases, including type 2 diabetes, the most prevalent
form of the disease [105, 110]. Type 2 diabetes mellitus is a
complex metabolic disease characterized by hyperglycemia
resulting from increased insulin resistance [111, 112].

Decreasing postprandial hyperglycemia in patients with
type 2 diabetes has been considered the most common
therapeutic approach for disease control. Furthermore, this
treatment reduces the risk of developing comorbidities and
complications, including oxidative stress, obesity, and
cardiovascular diseases [113]. This decrease may be achieved
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by inhibiting the enzymes involved in dietary glucose release,
including the enzymes a-amylase and a-glucosidase [107].
Pancreatic a-amylase breaks down starch molecules [114],
and intestinal a-glucosidase catalyzes the final step of the
digestion of starch and disaccharides into glucose for absorp-
tion [115]. Therefore, a-amylase and «a-glucosidase inhibitors
decrease the postprandial blood glucose levels of diabetic
patients [116].

Accordingly, the EEHS, rutin, catechin, and isoquercetin
inhibit the enzyme a-amylase, and the enzyme-inhibiting
activities of the EEHS and catechin are higher than that of
the commercial drug acarbose. The EEHS, rutin, catechin,
and isoquercetin also showed a-glucosidase-inhibiting
activity, although only the EEHS-induced a-glucosidase-
inhibiting activity was higher than that of acarbose. Thus,
these results demonstrate the high antidiabetic potential of
the extracts and flavonoids tested because they had higher
inhibitory activities than the commercial drug sold to treat
diabetes. In addition, previous studies with ethanolic leaf
extracts from H. speciosa and the flavonoid rutin, the main
compound present in the EEHS that was tested in this study,
have reported a-glucosidase-inhibiting activity as well as
in vitro and in vivo control of the blood glucose levels [11].
Thus, the EEHS-induced a-amylase and a-glucosidase
inhibition is a possible mechanism for the reduction of blood
glucose levels by the EEHS in animals subjected to glucose
overload because diabetic animals showed no improvement
in the insulin sensitivity of these animals when compared
with treatment with the insulin sensitizer metformin. There-
fore, the in vitro and in vivo findings of this study confirm the
role of the EEHS in controlling postprandial hyperglycemia.

Taken together, the results ensure the microbiological
quality and safety of H. speciosa leaves, and carotenoids
and polyunsaturated fatty acids in the leaves were also iden-
tified. In addition, the antioxidant, antimutagenic, anti-
inflammatory, anti-Alzheimer’s disease, anti-Parkinson’s
disease, antiobesity, and antihyperglycemic activities of the
EEHS were identified.
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COX-2: Cyclooxygenase-2

IL-6: Interleukin 6

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha.
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CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que o EEHS apresenta qualidade e seguranca
microbioldgica, atividades antioxidante, antimicrobiana, citotoxica,
antimutagénica, antiobesidade e anti-hiperglicemiante, as quais séo atribuidas
a composicao quimica, incluindo carotenoides, acidos graxos poli-insaturados,
acidos fendlicos e flavonoides e/ou ao sinergismo entre os diferentes
compostos presentes no extrato. Assim, EEHS apresenta potencial terapéutico
na prevencdo e/ou tratamento de infec¢cdes bacterianas e fangicas, bem como
em doencas relacionadas ao estresse oxidativo, cancer, obesidade e diabetes.
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