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Resumo 3

A espécie Vasconcellea quercifolia A.St.-Hil. (Caricaceae) ¢ uma planta nativa da América
do Sul. Sua ocorréncia € citada desde o Peru, Bolivia e Brasil, até o sul da América do Sul,
incluindo Paraguai e Argentina. No Brasil, tem sido registrada nos estados da Bahia, Ceara, Sergipe,
Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, sendo mais abundante nos
estados da regido sul, sobretudo em regides de maiores altitudes das bacias dos rios Parana e
Uruguai e nas bacias que formam o lago Guaiba. No Rio Grande do Sul, ocorre na floresta do Alto
Uruguai, nas florestas da encosta do planalto meridional e da serra do sudeste. Popularmente, sua
medula caulinar ¢ consumida em forma de doce e seus frutos sdo comestiveis tanto in natura quanto
sob a forma de doces, geleias, sucos, licores e sorvetes. Devido seus valores promissores no aspecto
nutricional, obteve o reconhecimento do governo federal como espécie de potencial importancia
econdmica recebendo inclusdo em projeto de conservacdo. Bromatologicamente, 0 mamao-do-mato
(como também ¢ conhecido) apresenta em sua constituicdo, altas concentragoes de amido (7,03%),
proteinas (3,17%), lipidios (3,31%) e fibra alimentar (3,80%). Fitoquimicamente, apresenta
semelhancas com Carica papaya (A.St.-Hil.) Hieron., estando presentes os compostos fenolicos
manghaslina e rutina (flavonoides derivados da quercetina); bem como glicosideos cianogénicos e
glicosinolatos, sendo de grande valia suas caracteristicas nutracéuticas. Diante de tais observacgoes,
o presente trabalho tem por objetivos realizar o estudo fitoquimico desta espécie realizando
pesquisas tedricas e praticas para obtengdo de maiores conhecimentos desse carater. Através de
métodos cromatograficos, buscamos também caracterizar a presenca de compostos bioativos nas
folhas e frutos do mamao-do-mato € do mamao convencional (Carica papaya), tendo como
resultados a detec¢dao de alguns compostos terpénicos, carotenoides e produtos fenolicos. Estes
compostos sdo citados na literatura como agentes antioxidantes e alguns inclusive como

anticancerigenos.

Palavras chave: Vasconcellea quercifolia, Carica papaya, planta nativa da América do Sul,
potencial importancia econOmica, compostos terpénicos, carotenoides, produtos fenodlicos,

glicosideos cianogénicos, glicosinolatos, derivados e caracteristicas nutracéuticas.
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Durante o avancar das geracdes humanas, a alimentacao tem sido um fator decisivo para a
sobrevivéncia. Com o passar dos séculos, a espécie evoluiu de habitos de caca e coleta para
agricultura e sele¢do dos alimentos. Esta cultura seletiva levou a predominancia de certos tipos de
alimentos, muitas vezes, negligenciando a propria variedade local de recursos em algumas
civilizagdes. Em muitos paises, esse recurso nativo ¢ considerado inclusive como pragas em
algumas monoculturas. No entanto, dentre essa fonte subutilizada, existe uma riqueza de espécies
que apresentam grande valor nutricional e potencial valor economico. Uma categoria que contempla
boa parte conhecida destas espécies ¢ o das plantas alimenticias ndo convencionais (PANC's). Em
2007, Kinupp et al. estimaram em seu trabalho 311 espécies de plantas com potencial alimenticio da
regido metropolitana de Porto Alegre. Neste estudo, algumas espécies apresentaram valores
potenciais destacados. Dentre elas estd a Vasconcellea quercifolia (A.St.-Hil.) (Caricaceae), que

destacou-se por apresentar altos valores nutritivos e potenciais usos medicinais.

Vasconcellea quercifolia ¢ conhecida popularmente também como: mamoeiro-do-mato,
mamao-do-mato, mamoeirinho, mamaozinho, mamoeiro-bravo, pau-de-doce, mamute, jaracatia ou
jacaratia. Em 2000 foi reconhecida como género distinto de Carica (BADILLO, 2000). Dados
moleculares de Caricaceae estimam a divisdo da linhagem filogenética que deu origem aos géneros
sul americanos, em relacdo a que originou os da América Central, em 27,5 milhdes de anos atras
(Ma), o que coincide com a datagdo da juncdo do istmo do Panama. A diversificacdo do género
Vasconcellea é estimada em 13,6 Ma, ocorrendo concomitantemente com o resfriamento do
Mioceno em 14 Ma, a partir do norte dos Andes. A divergéncia da espécie estima-se em

aproximadamente 5,9 Ma (CARVALHO & RENNER, 2012).

O mamoeiro-do-mato ¢ uma arvore caducifélia (perde as folhas com a chegada do inverno),
dioica, lactescente, de 4-8m de altura com tronco mais engrossado na base, com marcantes
cicatrizes da queda das folhas e lenticelas evidentes. Suas folhas sdo alternas inteiras, hastadas ou,
geralmente, lobadas, altamente discolores (verde brilhoso na face superior e branco-acinzentada na
inferior). Apresenta flores masculinas e femininas com coloragdo creme-esverdeadas e frutos
elipsoides ou piriformes, com cerca de 5 cm, sendo verdes e angulosos, quando imaturos e
alaranjados, glabros e com muitas sementes, em estdgio maduro (KINUPP ez al., 2011). Além disso,

V. quercifolia € conhecida por ser uma planta seletiva higrofita e helidfita, sendo tipica de bordas de
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capoeiras, bordas de matas e margens de rodovias e estradas. Cresce, em geral, em solos umidos e

férteis (KINUPP et al., 2007).

Figura 1: V. quercifolia sem a presenca das folhas (E). Foto: V. Kinupp. Individuo adulto com a presen¢a das folhas

(D). Foto: Emerson Ferreira.

Sua ocorréncia ¢ citada desde o Peru, Bolivia e Brasil, at¢é o sul da América do Sul,
incluindo Paraguai e Argentina (CARVALHO & RENNER, 2012; INCT-Herbario Virtual, 2015).
No Brasil, tem sido registrada nos estados da Bahia, Ceard, Sergipe, Distrito Federal, Goids, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo mais abundante nos estados da regido sul, sobretudo em
regides de maiores altitudes das bacias dos rios Parana e Uruguai e nas bacias que formam o lago
Guaiba (INCT-Herbério Virtual, 2015; Lleras, 2015; Santos, 1970). No Rio Grande do Sul, ocorre

na floresta do Alto Uruguai, nas florestas da encosta do planalto meridional e da serra do sudeste



6

(SOBRAL et al., 2006). Popularmente, sua medula caulinar ¢ consumida em forma de doce e seus
frutos sdo comestiveis tanto in natura quanto sob a forma de doces, geleias, sucos, licores e sorvetes
(KINUPP et al., 2007; KINUPP et al., 2011; KINUPP et al., 2014). Na Provincia de Salta, no
noroeste da Argentina, onde ¢ conhecido como “Higo amarillo” ou “higuera del monte”, o fruto
fresco da V. quercifolia é consumido pela populagdo (HIRSCHMANN et al., 2005). Suas sementes
sdo citadas com vermifugas por Santos (1970). O mamoeiro-do-mato ¢ uma planta de reconhecida
importancia econdmica potencial. Em reflexo disto, foi incluida na lista de espécies alimenticias da
regido sul priorizadas no ambito do Projeto Plantas para o Futuro, do Ministério do Meio Ambiente

(TEIXEIRA, 2011).

A anélise bromatoldgica de seus frutos indica a presenca, principalmente, de amido (7,03%),
proteinas (3,17%), lipidios (3,31%) e fibra alimentar (3,80%). Em sua composi¢ao mineral, destaca-
se a presenca de potassio e nitrogénio, ambos 4% (KINUPP et al., 2007). Fitoquimicamente, V.
quercifolia caracteriza-se por apresentar compostos fenolicos, sendo que, dentre eles, manghaslina,
um derivado triglicosilado da quercetina, e rutina, também derivado da quercetina, sdo os principais
constituintes encontrados. Estes fenolicos tém sido reportados na literatura como agentes captadores

de radicais livres e antioxidantes (QUISPE et al., 2013).

A exemplo de Carica papaya (A.St.-Hil.) Hieron., estd reportado que V. quercifolia
apresenta como metabdlitos secundarios, além dos compostos fenolicos acima citados, tanto
glicosideos cianogénicos quanto glicosinolatos, sendo rara esta co-ocorréncia (OLAFSDOTTIR et
al., 2002). Ambos ndo sdo toxicos como tal, mas podem hidrolisar facilmente, liberando substancias
volateis altamente toxicas (SANTOS, 2010). Desta forma, a presenga destes compostos nestas
espécies acaba sendo de suma importancia no que diz respeito ao seu consumo. Carica papaya tem
despertado grande interesse da comunidade cientifica, devido aos resultados satisfatorios obtidos
em pesquisas relacionadas a satide humana. Estudos tém demonstrado suas atividades antibacteriana
e antimicrobiana (EMERUWA, 1982; OSATO et al., 1993). Kovendan et al. (2012) demonstraram a
eficacia do extrato da folha contra larvas e pupas de Aedes aegypti. Pesquisadores da India sugerem
o uso de extrato do mamao como uma nova op¢ao no combate a dengue (SARALA et al., 2014).
Kermanshai et al. (2001) comprovaram a sua capacidade anti-helmintica, verificada em modelo
experimental utilizando Caenorhabditis elegans mantidos em meio contendo extrato obtido a partir

de 1,2-2,4 mg de sementes. Estes atribuiram este efeito toxico ao benzilisotiocianato (BITC), uma
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das moléculas provenientes da hidrolise do benzilglicosinolato (também denominado como
glucotropaeolina), realizada pela tioglicosidase mirosinase, caracterizada pela primeira vez em C.

papaya, por Ettlinger & Hodgkins (1955).

O mamoeiro-do-mato, carece de atencdo em relagdo aos seus constituintes quimicos. Em
1969, Gmelin e Kjaer, ao analisar cinco espécies de Caricaceae, detectaram a presenga de um inico
benzilglicosinolato em V. quercifolia. Ap6s adi¢ao de uma solucao contendo a enzima mirosinase,
todas as amostras desenvolveram um odor caracteristico de BITC. Porém, ndo foi realizada
nenhuma caracterizagdo da substincia para fins de identificagcdo. Tang ef al. (1972) quantificaram
BITC em sete espécies da familia Caricaceae, sendo que destes, cinco pertencem, atualmente, ao
género Vasconcellea (citadas no artigo como género Carica): V. cauliflora, V. goudotiana, V.
horovitziana, V. monoica e V. pubescens; apresentando, respectivamente, 1,72; 1,84; 1,86; 1,85 ¢
1,37 por cento da massa imida das sementes. No mesmo trabalho ¢ feita a comparagdo com Jarilla
heterophyla, que BITC esta presente em 1,76%, e Carica papaya, em 1,96%. Atualmente, esta
substancia tem sido amplamente investigada na area da oncologia, e seus resultados revelam que
apresenta efeito anticarcinogénico tanto in vitro quanto in vivo (KIM et al., 2013; ZHOU et al.,

2013; ZHU et al., 2013).
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Vasconcellea quercifolia, além de ser de uso popular em algumas comunidades, apresenta
uma quantidade limitada de informagdo referente aos seus constituintes quimicos. Com isto em
vista, o presente trabalho visa aprofundar-se nos conhecimentos fitoquimicos relacionados a
espécie, realizando um estudo comparativo com C. papaya, devido semelhancas metabolicas

existentes entre as duas espécies e resultados importantes, de carater nutrac€utico, relatados para C.

papaya.

1.2. Objetivos

- Realizar pesquisas teoricas e investigagcdes praticas a respeito dos constituintes quimicos
da Vasconcellea quercifolia, tendo em vista a ampliacdo do conhecimento cientifico em relacao a

esta espécie e o melhor aproveitamento de suas propriedades.

- Desenvolver analise comparativa com Carica papaya.

- Caracterizar, através de métodos cromatograficos, a presenga de compostos bioativos nas

folhas e frutos (incluindo sementes) em ambas espécies.

- Elaborar uma discussao a respeito de suas propriedades nutracéuticas.
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2.1. Material vegetal

O material vegetal, folhas e frutos de V. quercifolia, foi coletado em margo de 2015 no
municipio de Cagapava do Sul (coordenadas: /lat: -30.512222 long: -53.491389 WGS84). Um
exemplar da amostragem foi depositado no herbario da Universidade Federal do Rio Grande Do Sul
(UFRGS) com ICN: 179895. Para solicitagdo de autorizagdo de coleta, o projeto foi submetido ao
SISBIO (registro numero: 6193899. Anexo). Apos coletados, as amostras formam mantidas sob

congelamento a 0° até a extracao.

Folhas e frutos de C. papaya foram coletados nas imediagdes do campus da agronomia da

UFRGS (coordenadas: lat: -30.0331 long: -51.23 WGS84). Apds coleta, o material foi tratado nas

mesmas condi¢des que V. quercifolia.

Vasconcellea quercifolia A. St.-Hil.
i AN ‘50 '_.' | N o

Uso das imagens: As imagens do banco de dados podem ser ulilizadas apenas para
fins ndo comerciais. Por favor cite o nome do fotdgrafo e o Flora Digital em qualquer
1 uso das imagens disponibilizadas. 1

__________________________________________________________________________________

Figura 2: Folhas de V. quercifolia registrada em campo (E) comparadas com registro da flora digital da UFRGS (D).
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Figura 3: Frutos de V. quercifolia. Fotos: Prof. Paulo Brack (E) e Emerson Ferreira (D).

2.2. Preparacdo dos extratos de V. quercifolia e C. papaya

2.2.1. Folhas

Para o preparo dos extratos das folhas, com o intuito de fazer uma caracterizagdo quimica
dos produtos advindos da hidrolise do benzilglicosinolato, seguimos um protocolo delineado a
partir de trabalhos publicados que priorizaram a enzimolise natural realizada por tioglicosidases
endogenas. Portanto, 10 g de folhas secas receberam a adicdo de 50 mL de 4gua destilada em
temperatura ambiente e subsequente agitagdo (NAKAMURA et al., 2007). Em seguida, as misturas
foram incubadas a 30 °C por 30 minutos para as mirosinases agirem em sua temperatura 6tima de
atividade (EYLEN et al., 2008; SHEN et al., 2009). Apos a incubagdo e posterior filtragdo em papel
filtro, os materiais passaram por uma extracdo com n-hexano, 3 x 150 mL (NAKAMURA et al.,

2007). Os extratos finais foram concentrados em rotavapor sob vacuo a 38 °C (Li et al., 2014).
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Para os extratos das folhas utilizados para realizar investigacdo a respeito da presenca de
compostos terpenoides, foram utilizados 3 g de folhas secas, que foram pistiladas até um estado de
menor granulagdo. Ap0s, iniciou-se a extracdo com solvente n-hexano, em uma quantidade

suficiente para cobrir as amostras, que durou aproximadamente 10 minutos.

Para o preparo dos extratos das folhas utilizados para realizar investigacdo a respeito da
presenca de carotenoides, foram utilizados 3 g de folhas secas, que foram pistiladas até um estado
de menor granulagdo. Apds, iniciou-se a extracdo com solvente n-hexano, em uma quantidade

suficiente para cobrir as amostras, que durou aproximadamente 10 minutos.

Para a investigacdo realizada no que diz respeito a presenga de produtos fenolicos, foram
utilizados 3 g de folhas secas, que foram pistiladas at¢ um estado de menor granulacdo. ApOds,
iniciou-se a extragdo com metanol, em uma quantidade suficiente para cobrir as amostras, que

durou aproximadamente 30 minutos.

2.2.2. Frutos

No preparo dos extratos dos frutos, com o intuito de fazer uma caracterizagao quimica dos
produtos advindos da hidrélise do benzilglicosinolato, também foi priorizada a hidrélise natural
endogena. Portanto, 21 g de polpas e sementes foram pistilados em graal com agua destilada até
homogenizag¢ao da mistura. Em seguida, as amostras foram levadas a incubagao de 35°C por 2h (Li
et al., 2014). A extragdo do material incubado foi realizada em n-hexano (NAKAMURA et al.,
2007).

No preparo do extrato dos frutos investigados quanto a presenca de compostos terpenoides
foram utilizados 5 g de polpas secas. A extragdo foi realizada com n-hexano, em uma quantidade

suficiente para cobrir as amostras, e durou aproximadamente 10 minutos.
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No preparo do extrato dos frutos investigados quanto a presenca de carotenoides foram
utilizados 5 g de polpas secas. A extracdo foi realizada com n-hexano, em uma quantidade

suficiente para cobrir as amostras, € durou aproximadamente 10 minutos.

Para a investigacao a respeito da presenca de produtos fenolicos nos frutos, foram utilizados
5 g de polpas secas. A extragcdo foi realizada com a utilizacdo de metanol, em uma quantidade

suficiente para cobrir as amostras, e durou aproximadamente 30 minutos.

2.3. Anadlise cromatogrdfica

2.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD) de V. quercifolia e C. papaya

2.3.1.1. Produtos advindos da hidrolise do benzilglicosinolato:

Fracdes dos extratos concentrados das folhas, foram analisadas por cromatografia em
camada delgada, com a utilizacdo de placas de aluminio com gel de silica (Merck). Como fase
movel foi utilizada mistura de n-hexano e acetato de etila em uma proporcao de 9:1 (indicado para
separacdo de benzilisotiocianato). Apos a eluicdo, os cromatogramas foram revelados com os
agentes cromogénicos vanilina e anisaldeido sulfurico, seguidos de aquecimento. A andlise dos
resultados obtidos foi baseada na informagdo constante na literatura (KREBS et al., 1969;

SOFRATA et al., 2011). Os frutos foram analisados pelo mesmo método cromatografico.

2.3.1.2. Compostos terpenoides:

Os analitos resultantes das extragdes das amostras foram aplicados em placas de aluminio
com gel de silica (Merck). Como eluente foi utilizado solvente n-hexano a 50% em diclorometano.
Ap6s eluigdo, os cromatogramas foram revelados com anisaldeido sulfurico, seguidos de

aquecimento. A analise dos resultados foi baseada na informagao constante na literatura (KREBS et
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2.3.1.3. Carotenoides:

Os analitos resultantes das extracdes das amostras foram aplicados em placas de aluminio
com gel de silica (Merck). Como fase movel foi utilizada mistura de n-hexano e diclorometano em
uma propor¢ao de 8:2. Para a andlise dos compostos presentes, ndo foi necessaria a adigdo de
reagentes cromogénicos. Os resultados foram comparados com a literatura (BOLLINGER et al.,

1969).

2.3.1.4. Produtos fenolicos:

Os analitos resultantes das extragdes das amostras foram aplicados em placas de aluminio
com gel de silica (Merck). A elui¢do foi realizada com a utilizagdo com uma mistura de solventes
acetato de etila, metanol e dgua destilada, em uma propor¢do de 100:13,5:10. Para interpretagdo dos
resultados, foi feita a utilizagdo de reagente natural (difenilborato de aminoetanol) seguida da

visualizagao em luz U.V. no comprimento de 366nm (ZUANAZZI et al, 2010).

2.3.2. Cromatografia gasosa (GC-MS)

Para andlise cromatografica o extrato obtido através da extragdo em n-hexano foi diluido a
2% em éter etilico (v/v) (Tédia™). As andlises qualitativa e quantitativa foram realizadas em
cromatdgrafo a gas acoplado a um detector de massas (CG-MS), modelo Shimadzu QP5000,
equipado com uma coluna capilar de silica fundida Durabond-DB-5 (John Wiley & Sons Scientific,
US, com 30 m x 0,25 mm e preenchida com um filme de 0,25 um de espessura de
polidimetildifenilsiloxano contendo 5% de grupamentos fenila) para separagcdo dos constituintes. As
temperaturas do injetor ¢ do detector foram ajustadas a 200 °C e 250 °C, respectivamente ¢ a
temperatura da coluna foi programada com rampa de aquecimento de 60 °C a 300 °C com variagdo

de 3 °C/min, com hélio como gés carreador a 80 kPa e fluxo de 1 mL/min.
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3. Resultados

3.1. Desenvolvimento teorico (revisao da literatura)

Vasconcellea quercifolia caracteriza-se por apresentar rutina € manghaslina como principais
compostos fendlicos encontrados. Estes metabolitos estio amplamente distribuidos no reino vegetal.
No entanto, ¢ desconhecida a sintese dos anéis aromaticos em animais, sendo a dieta o principal
meio de aquisi¢do destes para a produgdo de produtos fenolicos. De um modo geral, os nomes
empregados aos flavonoides t€m relagdo com a planta na qual foram identificados pela primeira vez
(e.g., quercetina foi isolada de Quercus sp.) e, devido ao grande niumero de representantes deste
grupo, estes compostos sdo agrupados por suas caracteristicas quimicas e biossintéticas
(ZUANAZZI et al., 2010), gerando dessa forma, uma diversidade de mais de 6.000 substancias
conhecidas (JAGER et al., 2011). A classificacdo de um composto fendlico se da de acordo com o
tipo do esqueleto principal e sua cadeia constituinte. Os flavonoides, produtos biossintetizados a
partir da via dos fenilpropanoides, possuem um ou mais nicleos aromaticos contendo substituintes
hidroxilados ¢/ou seus derivados funcionais (CARVALHO et al., 2010). No caso dos flavondis
manghaslina e rutina, ambos caracterizam-se por apresentar em sua estrutura um esqueleto
triciclico, conhecido como quercetina (flavonoide de ampla distribuicdo na natureza), ligado a
unidades de acucar, apresentado as formas tri e diglicosilada, respectivamente (CARVALHO et al.,

2010; QUISPE et al., 2013).

Figura 4: Derivados glicosilados da quercetina. Com R = OH, ¢ dado origem a manghaslina (E) e rutina (D). Adaptado

de Quispe et al., 2013.

Estes compostos, frequentemente, tendem a apresentar solubilidade em 4gua devido a ocorréncia
sob a forma conjugada com agucar, formando glicosideos. Normalmente, estdo localizados nos

vacuolos celulares (HARBORNE, 1984).
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Assim como os compostos fendlicos, os glicosideos cianogénicos e os glicosinolatos sdo
conhecidos por fazerem parte da constituicdo quimica de V. quercifolia (OLAFSDOTTIR et al.,
2002). A cianogénese esta citada para mais de 2.650 plantas pertencentes a mais de 550 géneros e
130 familias, sendo comum em Araceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Flacourticaceae,
Malesherbiaceae, Papaveraceae, Passifloraceae, Poaceae, Proteaceae, Ranunculaceae, Rosaceae,
Sapindaceae e Turneraceae (LOUDA et al., 1991). A distribui¢ao da producgdo de glicosinolatos esta
presente de forma expressiva em Brassicales, sendo dessa forma, um importante marcador

quimiotaxonomico dessa ordem (APG-III, 2015).

Os glicosideos cianogenéticos, como também sao chamados, foram reportados pela primeira
vez em V. quercifolia, por Olafsdottir et al. (2002) sob a identificacdio de (R)-2-(B-D-
Glicopiranosiloxi)-2-fenilacetonitrila (prunasina). Estas substancias formam &cido cianidrico (HCN)
apds decomposi¢do espontanea, que também pode ser catalisada por hidroxinitrila liases, da o-
hidréxi-nitrila formada na hidrélise realizada por uma B-glicosidase, que libera o agucar ligado a

uma aglicona derivada de aminoacidos alifaticos (SEIGLER, 1991; SANTOS, 2010).
Glicosideo cianogénico

B-glicosidase
-

H,0 agucar

a-hidroxi-nitrila
a-hidroxinitrila liase
ou
decomposigdo espontdnea

HCN aldeido/cetona

Figura 5: Rota de hidrdlise dos glicosideos cianogenéticos. Adaptado de Gleadaw et al., 2002.

Naturalmente, esta reagdo pode ser provocada a partir de injurias dos tecidos, ocasionadas por
predagdo ou qualquer outro processo natural que leve a um dano do 6rgao onde este heterosideo se
encontra. Isto se d4 porque os glicosideos cianogénicos e as enzimas capazes de degrada-los
encontram-se em compartimentos separados na célula (CONN, 1979; SANTOS, 2010). O odor

semelhante a améndoas amargas ¢ caracteristico do resultado desta hidrdlise. A toxicidade de HCN
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tem ocasionado envenenamentos mortais de gado e de algumas pessoas. Sua atuacdo ocorre por
inibi¢do dos citocromos da cadeia transportadora de elétrons, o que justifica seu efeito toxico para
um amplo espectro de organismos (HARBORNE, 1982). A dose letal para humanos ¢ em torno de
0,5 — 3,5 mg/Kg de peso corporal para injestdo oral. Porém muitos animais sdo capazes de realizar a
detoxificagdo de HCN. Em mamiferos, a enzima rodanase desempenha este importante papel,
catalisando a reagdo de cianeto com tiosulfato para produzir tiocianato e sulfito usando enxofre de

cisteina, enquanto que o tiocianato gerado ¢ eliminado gradativamente (SEIGLER, 1991).

Os glicosinolatos, por sua vez, sdo compostos organossulfurados que apresentam como base
estrutural uma aglicona nitrogenada e sulfatada ligada a uma unidade de agucar (-D-tioglicose). Na
natureza, ocorrem como anions em forma de sais (VAN ETTEN et al., 1979; HEINZMANN, 2010).
Estes podem ser originados a partir de aminoécidos alifaticos, aromaticos e indolicos, mais
especificamente, metionina, fenilalanina (ou tirosina) e triptofano, respectivamente (HEINZMANN,
2010). A nomenclatura de um glicosinolato ¢ definida conforme a cadeia lateral que cada um
apresenta, o que gera uma diversidade de formas que estes compostos podem se apresentar. A
hidrolise destes tioglicosideos ¢ realizada por uma tioglicosidase conhecida como mirosinase,
caracterizada pela primeira vez em C. papaya, por Ettlinger & Hodgkins (1955), e assim como no
caso dos glicosideos cianogenéticos, encontra-se em compartimentos da célula separados do seu
substrato. Portanto, esta enzimolise também sé ocorre em situacao de dano tecidual (VAN ETTEN

etal., 1979).

R—N=C=S
Isotiocianato
Mirosinase
H,O pH= 6-7
S—Gk 1 SH
A | A=K . R—S-CN
W=D =08 Tiocianato
Glicosinolato Aglicona
pH=3-4
Nitrila
A—CN

Figura 6: Rota de hidrdlise dos glicosinolatos. Adaptado de Gershenzon et al., 2003.
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Como resultado desta reagdo, sob determinadas condi¢des de pH, sdo gerados nitrilas e tiocianatos
que, de acordo com a cadeia lateral que estd ligada ao glicosinolato, apresentam diferentes
caracteristicas. A formacio de nitrilas é detida pouca atencio devido ao fato de ser conhecida como
uma substincia inerte para o organismo (HEINZMANN, 2010). J4 a produgdo de tiocianatos,
principalmente em plantas de amplo consumo, tém manifestado uma maior preocupacdo. Isto,
porque alguns destes compostos t€ém propriedades de grande valia para o uso antropico. Um destes
produtos ¢ o benzilisotiocianato (BITC), molécula proveniente da hidrélise de um
benzilglicosinolato. Este metabdlito também esta presente na semente da mostarda (caracterizando
sua marcante picancia), em plantas da ordem Capparales (isto inclui o grupo das cruciferas), e

parece ser comum em alguns membros da familia Caricaceae (LOUDA et al., 1991).

3.2. Desenvolvimento prdtico

Para fins de investigacdo a respeito dos constituintes quimicos presentes no mamao-do-
mato, foi realizado um trabalho pratico com a utilizagdo de métodos cromatograficos. Devido a

semelhanca metabolica, C. papaya foi escolhido para ter seus dados comparados.

3.2.1. Cromatografia em camada delgada de V. quercifolia e C. papaya

3.2.1.1. Produtos advindos da hidrolise do benzilglicosinolato:

Nos testes cromatograficos realizados, ndo foi possivel a identificagdo de nenhum produto

com as caracteristicas de um hidrolisado de benzilglicosinolato.
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3.2.1.2. Compostos terpénicos:

Tendo como base a gama de coloracdes de resultados cromatograficos citados na literatura,
foi possivel caracterizar a presenca de alguns compostos terpenoides nas folhas e frutos de V.

quercifolia e C. papaya, conforme demonstrado na figura 7, estando estes revelados na cor violeta.

-
-
‘. 1
3 4

Figura 7: Teste cromatografico realizado com: (1) folhas de C. papaya, (2) folhas de V. quercifolia, (3) fruto de C.
papaya e (4) fruto de V. quercifolia.

Para C. papaya, é relatada a presenca dos seguintes terpenos aromaticos: epdxi-linalool,
oxido nerol, linalol, (E)-6xido linalol (piranoide), (Z)-6xido linalol (piranoide), 2,6-Dimetil-3,7-

octadieno-2,6-diol e geranil acetona (KELEBEK et al., 2015).
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3.2.1.3. Carotenoides:

Em comparacdo com os dados contidos na literatura, também foi possivel detectar alguns
carotenoides nos testes cromatograficos. Estes, marcam sua presenca através da coloragao amarela-

alaranjada, como demonstrado na figura 8.

Figura 8: Analise cromatografica realizado com: (1) folhas de C. papaya, (2) folhas de V. quercifolia, (3) fruto de C.
papaya e (4) fruto de V. quercifolia.

Para C. papaya, estao descritos os compostos carotenoides f-criptoxantina, B-caroteno e licopeno

(SANCHO et al., 2011; PASTRANA et al., 2010).



3.2.1.4. Compostos fendlicos: 20

Os resultados obtidos na CCD elaborada para investigagdo de compostos fenodlicos estao
ilustrados na figura 9 mostrando bandas fluorescentes no comprimento de onda U.V. de 366 nm.
Com base nos dados literdrios, podemos inferir que estd marcada a presenca de flavondis,
principalmente nas folhas de V. quercifolia e C. papaya, sendo que as bandas fluorescentes de
coloragdo amarela, posicionadas na por¢ao inferior do cromatograma (elipse branca), podem estar
representando manghaslina, devido a sua triglicosilagao, portanto de polaridade mais elevada; e as
bandas fluorescentes posicionadas mais acima (elipse vermelha), podem estar representando rutina,
que apresenta dois aglicares em sua estrutura, sendo assim, mais apolar em relagdo a manghaslina.
No extrato dos frutos de V. quercifolia também se verifica a ocorréncia de um produto de perfil

cromatografico de manghaslina, ja relatada na literatura.

«T»

Figura 9: Analise cromatografica realizado com folhas e frutos de C. papaya e V. quercifolia. Da esquerda para a direita
estdo dispostas as bandas dos extratos obtidos das folhas de C. papaya, folhas de V. quercifolia, fruto de C. papaya e

fruto de V. quercifolia, respectivamente.

A amostra 3, extrato de frutos de C. papaya, ndo apresentou boa resolucdo, ndo sendo possivel
caracterizar a maioria dos compostos. Apesar disto, a literatura cita a presenca dos seguintes
produtos fenodlicos: hexose-desoxi-hexosideo cafeoil, rutina, kaempferol-O-glicosideo, miricetina,
acido p-hidroxibenzoico, acido-hexosideo protocatecuico, acido-desoxi-hexosideo gélico, acido
protocatecuico, acido clorogénico e acido cafeico (KELEBEK ef al., 2015), sendo que este ultimo

parece estar presente nesta amostra evidenciada pela fluorescéncia azulada (circulo laranja).
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3.2.2. Cromatografia gasosa

As andlises realizadas em cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massas ndo
mostraram resultados satisfatorios na deteccdo de qualquer produto advindo da hidrdlise do

benzilglicosinolato.

4. Discussao e analise

No trabalho de Kinupp et al., em 2007, com plantas com potencial alimenticio da regido
metropolitana de Porto Alegre, Vasconcellea quercifolia apresentou valores potenciais destacados
no que diz respeito & composi¢cdo bromatologica e mineral. Dentre estes elementos, a presenca em
quantidade expressiva de lipideos e, tanto o uso terapéutico popular, quanto a constatagdo sensorial
de tracos semelhantes a Carica papaya, levaram a indagagdes a respeito do aspecto fitoquimico

desta espécie.

Do ponto de vista natural, os lipideos sd@o conhecidos por ser uma rica fonte de energia
condensada. A partir da metabolizagdo destas moléculas, os organismos sdo capazes de sintetizar
elementos que podem suprir desde necessidades bésicas até mecanismos utilizados para defesa, no
caso de muitas espécies vegetais. Seguida da oxidagdo lipidica, ocorrida nos peroxissomos das
células vegetais, a formac¢do de acetato (promovida via acetil-CoA) permite a produgdo de diversos
produtos secundarios a partir de sua condensagdo. Esta rota metabolica, conhecida como via do
mevalonato, proporciona a geracdo de mondmeros isoprénicos que, por intermédio de catalises
enzimaticas, podem dar origem a diversos compostos terpénicos (HOLSTEIN et al., 2004;

NELSON et al., 2004).

Na natureza, os terpenos desempenham consideravel papel ecologico servindo de defesa
contra herbivoria e patdogenos, como atrativos para polinizadores e animais dispersores, bem como
agentes alelopaticos (GERSHENZON et al., 1991). Na comunidade cientifica, substancias
terpenoides tém despertado grande aten¢do devido as suas propriedades benéficas a satide humana,

que vao desde atividades antioxidantes até o efeito inibitorio em carcinogénese (DILLARD et al.,
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2000). Dentre os compostos terpénicos presentes em C. papaya, linalol tem apresentado resultados
positivos como agdo antioxidante, sedativa, larvicida e antitumorigénica (GUTIERREZ et al., 2012;
SENRA et al., 2013; JANA et al., 2014). A caracterizacao da presenca de compostos terpénicos nas
folhas e frutos de V. quercifolia, e a separacdo de alguns destes em bandas com graus de retencao
semelhantes as de C. papaya, nos leva a fazer a inferéncia de que o mamao-do-mato pode

apresentar derivados terpénicos comumente encontrados no mamao convencional.

Uma outra classe de compostos terpénicos contemplada neste estudo sdo os carotenoides.
Estes, representam um grande grupo de pigmentos presentes na natureza, nos quais, sao
responsaveis pelas cores do amarelo ao vermelho em muitos organismos. Eles sdo caracterizados
como tetraterpenoides (compostos de 40 carbonos) unidos por unidades opostas no centro da
molécula, apresentando assim, um arranjo irregular. Estes, quando constituidos apenas de carbono e
hidrogénio sao chamados de carotenos e quando oxidados, apresentando grupos substituintes com
oxigénio, denominam-se xantofilas. Os carotenoides encontram-se acumulados nos cloroplastos e
podem apresentar de 3 a 15 ligagdes duplas conjugadas (UENOJO et al., 2007). A denominagao
carotenoides ¢ derivada da espécie Daucus carota (cenoura), primeira fonte de caroteno (B-
caroteno) isolada por Wackenroder em 1831 (GROSS, 1991). A origem biossintética destes
compostos segue-se a partir da condensagdo de acetato que, via rota metabolica do mevalonato,
forma isoprenos (TASTALDI, 1966). Atualmente, existem mais de 600 estruturas caracterizadas e,
mundialmente, sdo utilizados comercialmente como corantes alimenticios € em suplementos
nutricionais (UENOJO et al., 2007). Os carotenoides contidos em C. papaya, B-criptoxantina e [3-
caroteno, sao conhecidos na literatura como agentes pro-vitaminicos A e antioxidantes, enquanto
que o licopeno, além de sua atividade antioxidante, ¢ reconhecida a sua agdo na prevengdo de
cancer de prostata e seu efeito inibitério na proliferacao de células cancerigenas em cancer de mama
(KARAS et al., 2000; CHANDRIKA et al., 2003; ETMINAN et al., 2004). A presenga de
carotenoides em V. quercifolia, detectada na cromatografia de camada delgada, desperta atencao
com respeito a sua propriedade antioxidante. Uma andlise mais aprofundada seria necessaria para

verificar se, dentre estes compostos, existe algum que seja pro-vitaminico A.

Na literatura, ja4 ¢ reconhecida a capacidade que os metabolitos presentes no mamao-do-
mato apresentam de capturar espécies reativas. Hirschmann et al. (2005) comprovaram, utilizando

o composto quimico DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil), sua atividade antioxidante e sugeriram
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uma possivel relacdo desta propriedade com os compostos fenodlicos contidos nesta planta. Este
mesmo ensaio foi realizado por Simirgiotis, et al. (2009) com V. pubesens que, assim como o
mamaozinho, teve resultados positivos no que diz respeito a captagdo de agentes reativos. Neste
trabalho, foram identificados como responsaveis por esta reacdo antioxidante os flavonois
manghaslina e rutina. Além disto, rutina e sua aglicona quercetina foram reportados como agentes
anticonvulsionantes em modelo experimental com ratos, sendo sugeridas para o uso terapéutico em

casos de epilepsia (NIEOCZYM et al., 2014).

Segundo o trabalho de Olafsdottir e al. (2002), os glicosideos cianogenéticos sao
encontrados em todas as partes de C. papaya, com excecao das sementes, ¢ a quantificagdo deste
composto nas folhas secas do mamao-do-mato resultou em 4 mg de prunasina em 93 g (0,004%) e
0,005% do peso seco das folhas do mamao convencional. Realizando uma comparagdo com a dose
letal para humanos (0,5 — 3,5 mg/Kg de massa corporal para injestdo oral), estas concentragdes
equivaleriam a uma média de 2 Kg de matéria seca para um individuo de 50 quilos. Apesar da
presenca de mecanismo de detoxificacdo de HCN, realizada pela rodanase, ha estudos que
evidenciam a existéncia de polimorfismos que afetam sua atividade (LADEN et al., 20006),

existindo portanto, uma clara variagdo de capacidade de desintoxicagdo entre diferentes individuos.

Em 1997, Bennett ef al. investigaram a rota de biossintese de glicosideos cianogenéticos e
glicosinolatos em C. papaya e a natureza das enzimas envolvidas. Segundo os autores, estes
compostos sdo formados a partir da catalise enzimatica do aminodacido fenilanina realizada por uma
monoxigenase L-Fen-dependente que, por intermédio de N-hidroxilagdes e descarboxilacdes,
produz uma benzilaldoxima que d& origem a prunasina apods glicosilagdo da hidroxila; e
benzilglicosinolato quando sulfatada. Esta publicacdo, juntamente com os resultados de Olafsdottir
et al. (2002) que, além de caracterizarem prunasina em V. quercifolia, determinaram sua origem a
partir do mesmo precursor inicial presente em C. papaya (fenilanina), mostra que existe uma grande
semelhanca metabodlica entre as duas espécies. O que leva a reflexdo de que o mamao-do-mato,

assim como o convencional, pode ter presente BITC em sua constitui¢do.

No desenvolvimento pratico realizado com a utilizagdo de métodos cromatograficos, um dos
desafios foi a tentativa de caracteriza¢do do hidrolisado BITC, este sendo motivado, ndo sé pela
caracterizagdo de prunasina, mas também pelo fato da presenca de seu precursor,

benzilglicosinolato, ja ter sido reportado para V. quercifolia. Nos métodos de extragdao dos trabalhos
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que realizaram pesquisas semelhantes, foi possivel notar que esta molécula apresenta solubilidade
em solventes como: n-hexano, acetato de etila e diclorometano. Com isto em vista, iniciou-se a
montagem de alguns protocolos que visassem a separacdo e visualizacdo de tal composto. No
entanto, nao houve detec¢ao deste produto em nenhuma das amostras, o que nos leva a pensar que
os métodos delineados no presente trabalho ndo foram adequados para responder esta questdo,
devido ao fato que também ndo foi possivel observar sinal desta substancia em C. papaya, cuja a
presenca de BITC j4 estd bem estabelecida. Apos reanalise dos experimentos € comparagao com as
informacgdes constantes na literatura, notou-se que técnicas de separagao por destilagdo a vapor tém
sido utilizadas com frequéncia em extracdes deste metabolito. Dessa forma, acreditamos que uma
das explicagdes para esta ndo detec¢do seria o fato que a quantidade de matéria inicial foi muito
pouca, pois, para execugdo desta metodologia ¢ necessario um volume bem maior de material

vegetal.

A constituicdo do latex ndo foi contemplada neste estudo devido a sua composi¢do ser
basicamente composta por enzimas proteoliticas. Estas sdo conhecidas como papaina e
quercifoliaina I; e sdo utilizadas na industria de laticinios como coagulantes de leite na produgdo de
queijo, sendo que segundo a literatura quercifoliaina I apresenta um poder coagulante mais intenso

do que a papaina (TORRES et al., 2010).

5. Consideracoes finais

A relacao do ser humano com as plantas como recursos € com o metabolismo destas, que
muitas vezes estdo direcionados para sua propria defesa, ¢ uma preocupacao que atravessa a nossa
evolugdo nesse planeta. Conhecer e selecionar tem sido a estratégia adotada por nossa espécie nesta
interacdo. Com a introducdo dos avangos tecnoldgicos, tivemos a oportunidade de observar de
forma mais aprofundada tanto a constitui¢do dos alimentos que ingerimos, quanto o efeito que estes
podem nos proporcionar. Durante um longo periodo na histéria da humanidade, este estudo foi
realizado de forma empirica e testado em outros organismos vivos, podendo até mesmo,
dependendo das condi¢cdes de sobrevivéncia, obter estas experiéncias as custas de sua propria
integridade. O presente trabalho, teve o propdsito de participar dessa construcdo de conhecimento

continua, visando priorizar o uso consciente de um recurso nativo que apresenta propriedade
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antioxidante, atribuidas a presenca dos compostos terpenoides e flavonoides, e pode estar atuando
como agente antitumorigénico, devido a uma possivel presenca de alguns compostos terpénicos
especificos e hidrolisados do benzilglicosinolato contido em V. quecifolia. Além disso, a consciéncia
no consumo das partes desta planta deve levar em conta a sua toxicidade dose-dependente
relacionada aos glicosideos cianogenéticos, que em altas doses podem ocasionar sérios danos ao

organismo.

No presente momento, 0 mamao-do-mato ndo se encontra na lista de espécies ameagadas de
extingdo, porém, durante as investidas a campo, foi possivel observar que, a0 menos no Rio Grande
do Sul e parte de Santa Catarina, esta espécie encontra-se meio a uma supressdo antropica,
decorrente da ocupacdo de hébitats e o seu desuso devido a falta de conhecimento desta. Além
disso, V. quercifolia esta presente em regioes onde ha projetos de construcdo de barragens. Dessa
forma, a ampliagdo do conhecimento em relacdo a esta espécie torna-se muito importante quanto a

preservacao de sua constituicdo genética.

6. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos, analises realizadas e importancia econdmica e ecoldgica, vé-
se necessario a realizacdo de novos ensaios cromatograficos a fim de tentar caracterizar a presenga
de um produto da hidrdlise do benzilglicosinolato contido em V. quercifolia. Estes deverao ser
realizados em uma estagdo com maior disponibilidade frutifera para que se possa ter um volume
maior de amostras, de modo que possibilitem a utilizacdo de métodos mais adequados para realizar
esse tipo de caracterizacdo. Além disso, o conhecimento relacionado a esta espécie, carece da
realizagdo de um estudo de carater quimico de sua medula do caule, devido a ser uma parte de

frequente consumo popular.
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