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RESUMO

As espécies vegetais contendo substancias bioativas sdo, cada vez mais, objeto de pesquisas,
levando a alternativas para tratamentos terapéuticos ou revelando substancias que
posteriormente possam ser exploradas com o intuito de produzir farmacos. Estudos de plantas
sdo de grande importancia, em razdo do vasto nimero de metabolitos secundarios que podem
ser encontrados. Eles tém cada vez mais atraido a atencdo da sociedade, mostrando-se uma
fonte alternativa aos altos custos dos medicamentos alopéaticos. Mas, para que as plantas
sejam usadas com eficécia e seguranca, sao necessarios estudos multidisciplinares. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e o Ministério da Saude aprovaram o uso de 71 plantas
medicinais no tratamento contra diabetes, Ulceras, inflamacdes e outras doencgas cronicas.
Contudo, essa € uma lista ainda limitada, pois varias espécies ndo séo disponiveis 0 ano todo
e/ou nas varias regides do Brasil. Em contrapartida, Rhizophora mangle (Rhizophoraceae,
popularmente conhecida como mangue vermelho) é uma espécie que ocorre no Brasil desde o
Para até Santa Catarina. E comumente utilizada pelas populacbes tradicionais costeiras,
principalmente para o tratamento de diabetes, hemorroidas, analgesia e dores estomacais.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa verificou que o extrato aceténico das cascas de R.
mangle possui atividades antioxidante e antiulcerogénica, e é eficaz no tratamento da colite
experimental. Contudo, foi realizada apenas uma avaliagdo preliminar da composicdo quimica
das cascas. Por isso, este trabalho abordou o estudo quimico de R. mangle, enfatizando o
estudo das cascas. Desenvolvemos estratégias analiticas baseadas em espectrometria de
massas utilizando as técnicas de Electrospray-lon Trap e Maldi-TOF, as quais permitiram a
padronizacdo qualitativa do extrato ativo. Como resultado, identificamos a presenca de
taninos condensados possuindo de 2 a 12 unidades de catequinas. Além disso, investigamos a
atividade desse extrato no tratamento da obesidade e como anti-inflamatorio, obtendo
resultados promissores. Esses resultados fornecem subsideos para o melhor entendimento das
atividades farmacoldgicas previamente observadas.

Palavras chave: Rhizophora mangle, Diabetes, catequinas, analgesia
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ABSTRACT

Plant species containing bioactive compounds are continuously being investigated, in order to
search for alternative therapeutic treatments. These studies can reveal substances that can be
explored in order to produce new drugs. Investigation of plants are of great importance,
because of the large amounts of secondary metabolites that can be found. They have
increasingly attracted the attention of the society, proving to be an alternative source to the
high costs of allopathic medicines. However, multidisciplinary studies are necessary to ensure
that plants are used with effectively and safety. The National Sanitary Surveillance Agency
and the Ministry of Health have approved 71 medicinal plants to be used against diabetes,
ulcers, inflammation and other chronic diseases. However, this list is still limited because
several species are not available year-round and/or in the various regions of Brazil. In

contrast, Rhizophora mangle (Rhizophoraceae, popularly known as red mangrove) is a

Brazilian species that occurs from Para to Santa Catarina. It is commonly used by traditional
coastal populations, mainly for the treatment of diabetes, hemorrhoids, analgesia and stomach
pains. Recently, our research group verified that the acetone extract of R. mangle barks has
antioxidant and antiulcerogenic activities and it is also effective in the treatment of the
experimental colitis. However, only a preliminary evaluation of the chemical composition of
the barks was previously carried out. Thus, this work deals with the chemical study of R.
mangle, emphasizing the study of barks. We developed analytical strategies based on
Electrospray- lon trap mass spectrometry as well as MALTI-TOF techniques that allowed the
qualitative standardization of the active extract. As a result, we could identify a sequence of
condensed tannins with polymerization degree from 2 to 12. Besides, we tested this extract to
treat obesity and as anti-inflammatory, with promising results. These results allowed us to

better understant the farmacological activities observed.

Keywords: Rhizophora mangle, Diabetes, catechins, analgesy
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Identificacdo da proposta

A presente dissertacdo de mestrado, intitulada "Fitoterapicos padronizados para o
tratamento de doencas crdnicas: Rhizophora mangle", financiada pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP - 2014:23113-0) faz parte do Projeto BIOTA
FAPESP (2009/52237-9), coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas. Os resultados aqui
apresentados concentram-se na caracterizacdo quimica do extrato aceténico (70% v/v) de
cascas de uma éarvore advinda do ecossistema Manguezal, Rhizophora mangle L.
(Rhizophoraceae). Tal extrato j& havia sido investigado e observou-se que possui acdo para 0
tratamento de injdrias gastro-intestinais, com patentes depositadas no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI). Entretanto, ndo se sabia com precisdo quais eram as
substancias responsaveis por tais atividades. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi

responder a seguinte pergunta:

“Qual é a composig¢io quimica das cascas de Rhizophora mangle?”
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CONSIDERAQOES INICIAIS

No contexto do panorama nacional e mundial, as doengas cronicas representam um
sério problema no sistema publico de saude. Dentre elas estdo aquelas relacionadas ao sistema
gastrintestinal (Ulceras, colites, diarréia e inflamacg6es), diabetes, dores, problemas do sistema
imunoldgico e cancer.

Além disso, importantes atividades farmacoldgicas foram encontradas em extratos
acetodnicos e hidroalcodlicos e/ou nas fracbes n-butandlica (n-BuOH) e em acetato de etila
(EtOAC) das cascas de R. mangle para o tratamento de doencas cronicas, especialmente
Ulceras e colite. Os extratos atuaram no fortalecimento das linhas de defesa antioxidantes e na
reducdo da concentragcdo de citocinas pro-inflamatorias (de Faria et al., 2012a, 2012b). A
elucidacdo completa dos mecanismos envolvidos nessas agdes farmacoldgicas abre novas de
possibilidades para outros estudos farmacoldgicos relacionados, como por exemplo,
investigacdo pré-clinica e clinica em pacientes com DII. Além disso, o estudo de R. mangle é
importante como estratégia para ampliar o nimero de plantas disponiveis para uso no sistema
publico de salde, tendo em vista que ocorre desde o Para até Santa Catarina. Adicionalmente,
comunidades tradicionais costeiras usam R. mangle em suas enfermidades, mesmo nao
havendo respaldo e segurancga quanto a sua constituicdo quimica.

A Ulcera péptica € uma doenca crbnica dos tempos modernos, acelerada por fatores
como vida atribulada (estresse), vicios comuns (cigarro e alcool) e dieta pobre e
desequilibrada, sendo muitas vezes fatal, mesmo tendo altas chances de cura. Porém, sua
reincidéncia é de quase de 100% ap06s dois anos de interrupcao do tratamento. Por isso, é um
sério problema de saude publica (Leong, 2009, Sone et al., 2008). Outra doenca que tem
elevada incidéncia e prevaléncia é a Doenca Inflamatéria Intestinal (DII) que engloba,
fundamentalmente, duas doencas distintas: a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa

(CU).
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A colite ulcerativa € mais comum que a Doenca de Crohn, sendo que a incidéncia e
prevaléncia da DIl variam amplamente devido as diferentes metodologias de estudo
utilizadas. Estudos afirmam que ambas as doencas tornaram-se mais comuns no ultimo
século, especialmente devido a influéncia de fatores ambientais associados ao estilo de vida
moderno e urbanizado (Crohn, 2000), ja que fatores como estresse e dieta estdo envolvidos na
origem dessa doenca. No Brasil, apesar da inexisténcia de dados epidemiolégicos oficiais, a
incidéncia de colite ulcerativa e da Doenca de Crohn tem aumentado nos ultimos anos
segundo a Associacdo Brasileira de Colite Ulcerativa e Doenca de Crohn, atingindo niveis
similares aos de paises desenvolvidos (Loftus, 2004).

Véarios medicamentos tém sido usados para tratar essas doencas inflamatorias. No
entanto, devido a sérios efeitos colaterais, € necessario encontrar novas alternativas (Duffy et
al., 2014). As plantas de manguezais sdo fontes potenciais de compostos biologicamente
ativos e possuem ampla aplicagdo em praticas etnofarmacéuticas. A padronizacdo de
fitoterapicos € pré-requisito para qualidade, além da constancia dos efeitos terapéuticos e
seguranca do usuario.

Tendo em vista essas condideracBes, na primeira etapa deste trabalho aplicamos
técnicas de espectrometria de massas usando insercdo direta do extrato em sistema
Electrospray-lon Trap para caracterizar as moléculas de baixo e médio peso molecular. Foi
realizada uma analise full-scan, seguida pela fragmentacdo MS" de cada ion. Usando essa
abordagem, detectamos a presenca de taninos condensados com unidades poliméricas de 2 a 4
unidades de catequinas. Paralelamente, tendo em vista que um dos problemas que mais tem
atingido a populacdo mundial é a obesidade, e que essa é uma doenca multifatorial, a qual
gera varios problemas associados, como diabetes mellitus tipo 2, pressao alta, problemas no
figado, depressdo, etc. Decidimos testar a atividade desse extrato no tratamento de Diabetes

mellitus tipo 2, e gerar um respaldo cientifico ao conhecimento tradicional. Observamos que o
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extrato possui acdo significante na resisténcia a insulina, bem como melhora nos problemas
relacionados ao figado. Esses resultados resultaram no manuscrito "Extract of the mangrove
tree Rhizophora mangle L. induces antiradical effects and reverse insulin resistance in a
model of diet-induced obesity", a ser submetido no Journal of Ethnopharmacology.

Tendo em vista que a técnica de FIA-ESI-IT-MS/MS ndo é adequada para o estudo
de moléculas de alto peso molecular, na segunda etapa utilizamos a técnica MALDI-TOF para
caracterizar os taninos de unidades poliméricas superiores. Como resultado, foram detectados
taninos condensados com até 12 unidades de catequina, afzelequina e galocatequina. Além
disso, avaliamos a atividade do extrato para acdo analgésica, uma vez que o conhecimento
popular sugere tal atividade. Esses ensaios mostraram que o extrato possui acao equivalente a
da morfina. Essa parte do trabalho serviu de base para o manuscrito "Evaluation of
antinociceptive activity of polyphenols contained in the standardized extract of Rhizphora

mangle”, a ser submetido para o Evidence-based complementary and alternative medicine.
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CAPITULO I

Consideracdes finais

Rhizophora mangle e sua utilizacao no tratamento de doencas cronicas

A presenca de taninos é comum em plantas do ecossistema manguezal e conhecido

para espécies do género Rhizophora. Atribui-se o efeito anti ulcerativo e anti colite de R.
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mangle a presenca desses compostos fenolicos. Ha dois mecanismos de agdo principais para a
protecdo de doencas gastro-intestinais: (i) quimico, com ativacdo de defesas antioxidantes
(Bonacorsi et al., 2012), e (ii) fisico, com formacdo de uma camada tanino/proteina, que
protege a mucosa gastrica promovendo maior resisténcia a lesdes quimicas, mecanicas e
irritacOes (Jesus et al. 2012).

Dryden et al. (2006) estudou por meio de injegéo intraperitoneal em ratos o efeito do
extrato rico em polifendis do cha verde em doencas gastrointestinais; constatando que houve
diminuicdo da inflamacao do célon, fator de necrose tumoral (TNF-a) e aumento da expressdo
de hemeoxygenase-1 (HO-1), evidenciando um papel importante das defesas antioxidantes.
Lee et al. (2004), avaliou o efeito de um dos componentes isolados do cha verde,
epicatequina galato, confirmando que este polifenol pode melhorar os danos celulares da
mucosa causado por contaminacdo de Helicobacter pylori; por meio de protecdo do DNA,
inibicdo da morte celular apoptotica induzida, repressdo do fator de transcricdo NF-xB e
inibicdo de 5-lipoxigenase. Entretanto, todos esses mecanismos sao iniciados com a
glicosilacdo de TLR-4 (tall like 4), e o tratamento com epicatequina galato inibe efetivamente
a ativacdo deste receptor.

Estudos mostram que muitos taninos possuem a capacidade de sequestrar radicais
livres, atuando positivamente em muitas doencas, como cancer, esclerose, aterosclerose,
anginas e outras doencas cronicas (Jesus et al. 2012). Muitas das drogas gastroprotetivas agem
nos fatores de neutralizacdo de secrecdo, como antiacidos, receptorers de H: e inibidores de
bomba de prétons, assim como 0 medicamento omeoprazol, comumente utilizado. Berenguer
et al. (2005), avaliou o efeito protetor de R. mangle em Ulceras gastricas induzidas por anti-
inflamatdrios ndo esteroidais utilizando Dicoflenaco como modelo e concluiu que a melhora
do quadro ulcerativo é devido as propriedades antioxidantes, as quais aumentam a atividade

de enzimas GHH-Px e SOD, e por outro lado, diminuem a peroxidacéo lipidica.



Capitulo 11 72

Cheng et al. (2011) relatam o importante papel das catequinas na protecdo da mucosa
gastrica de camundongos. Possivelmente, esses metabolitos previnem lesdes nas células do
epitélio inestinal e induzem a expressdo de HO-1 via modulacéo da translocagdo protéica de
Nrf2. Esses resultados suportam o possivel uso de catequinas como uma dieta preventiva
contra injurias gastro-intestinais causadas pelo estresse oxidativo. Portanto, o extrato
acetdnico de R. mangle, caracterizado nesse trabalho ¢ uma excelente fonte de catequinas e
compostos polifendlicos, responsaveis pelo efeito observado por nosso grupo de pesquisa e
que foi objeto de patente (INPI: BR10201202881).

Apesar do AERM ser composto em sua maioria por taninos, outras substancias foram
encontradas, derivados de acido quimico e de quercetina. Essas substancias de menor peso
molecular, além de tambem atuarem nos mecanismos de defesa antioxidante, possuem
atividade reportada no tratamento das doencas cronicas avaliadas no atual projeto. Neste
trabalho, realizamos a caracterizacdo qualitativa desses constituintes, tendo-se observado a
presenca de proantocianidinas, as quais podem ser correlacionadas com as atividades
farmacoldgicas observadas. Provavelmente atuam no mecanismo de defesa antioxidante, na
inativacao da cascata de inflamacéo TL-4, no aumento da expressdo enzimatica de HO-1 e na
formacdo de um complexo de ligacdo Tanino/Proteina, prevenindo lesbes quimicas,
mecanicas e irritacdes. Além disso, derivados de catequinas ja vem sendo empregados para o
tratamento de injdrias gastro intestinais, 0 que corrobora com os resultados observados pelo
NOSsO grupo de pesquisa.

Os taninos de R. mangle sdo uma mistura complexa e de alta polaridade. Ao que tudo
indica, os extratos de R. mangle sdo futuros potenciais fitoterapicos de qualidade, pois
apresentam sua composicdo quimica totalmente caracterizada, com acdo farmacologica
comprovada. A caracterizacdo quimica dos metabdlitos secundarios majoritarios permitiu

testar esse extrato contra outras doencas cronicas: analgesia e diabetes, oriundas de um



Capitulo 11 73

processo inflamatorio cronico/agudo e que exibe melhoras apds a suplementacdo/aplicacdo
destas substancias.

Estes estudos ndo terminam aqui. Na préxima etapa deste trabalho pretende-se
desenvolver formulacdes farmacéuticas que viabilizem o uso do extrato de Rhizophora
mangle, de forma a avancar no aproveitamento racional da biodiversidade brasileira. Além
disso, avancar nos estudos de biodisponibilidade de taninos, apesar do elevado peso
molecular, apresentam varios beneficios medicinais e nutricionais, mas o mecanismo de agdo

ainda é pouco compreendido.
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