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A maioria dos radicais livres gerados no organismo é derivada do oxigénio e estao
associados ao desenvolvimento de diversas doencas. As plantas medicinais s&o um recurso
terapéutico natural na prevencgéo de patologias e tém sido utilizadas a milénios pela humanidade nos
primeiros cuidados com a saude. Muitas dessas propriedades das plantas estdo relacionadas com a
presenca de compostos fendlicos os quais possuem diversas propriedades farmacolégicas e
antioxidantes. A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido utilizada na identificacdo e
quantificacdo desses compostos em plantas. Dessa forma, o presente trabalho desenvolveu e validou
um método de HPLC — PAD utilizando eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho para a
caracterizacdo de 12 compostos fendlicos em extratos de plantas medicinais da Amazbénia. Os
extratos das espécies Connarus perrotettii var angustifolius, Mansoa alliacea, Cecropia palmata,
Cecropia obtusa, Bauhinia variegata e Bauhinia alboflava demonstraram a presenca de pelo menos
um dos compostos antioxidantes em estudo. Além disso, as espécies apresentaram atividade
antioxidante in vitro frente a espécies reativas de oxigénio. A fragéo acetato da espécie M. alliacea
demonstrou a maior atividade antioxidante in vitro (70,85 + 4,06 %) frente ao radical superéxido.
Frente ao radical peroxil, a espécie C. palmata foi responsavel pela maior atividade antioxidante
(95,33 + 0,95 %) e frente ao radical hidroxil a espécie C. obtusa demonstrou a maior atividade
sequestradora (98,19 + 5,93). O estudo da atividade antioxidante in vitro dessas espécies aliada a
caracterizagdo quimica dos seus extratos compreende uma importante chave para possiveis estudos
in vivo. Ademais, os compostos identificados e quantificados nos extratos dessas espécies
apresentam propriedades farmacolégicas comprovadas e podem estar associados ao uso popular

dessas plantas medicinais.
Palavras-chave: Plantas Medicinais; Amazonia; compostos fendlicos; HPLC — PAD; atividade

antioxidante;
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Author: GESSICA DOMINGOS DA SILVEIRA
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Most of the free radicals generated in the body is derived from oxygen and are associated with
the development of many diseases. Medicinal plants are a natural resource in the treatment
prevention of diseases and have been used for the first healthcare. These properties of the plants are
related to the presence of phenolic compounds which possess several pharmacological and
antioxidant properties. The high performance liquid chromatography has been used to identify and
quantify these compounds in plants. Therefore, this study developed and validated an HPLC - PAD
method using gold as working electrode to characterize 12 phenolic compounds in herbal extracts
from Amazon. The extracts from Connarus perrotettii var angustifolius, Mansoa alliacea, Cecropia
palmata, Cecropia obtusa, Bauhinia variegata and Bauhinia alboflava showed the presence of at least
one of the antioxidants compounds under study. Furthermore, the species showed in vitro antioxidant
activity against reactive oxygen species. The acetate fraction of the species M. alliacea showed the
highest in vitro antioxidant activity (70.85 + 4.06%) against the superoxide radical. Front of the peroxyl
radical, the species C. palmata was responsible for the hidhest antioxidant activity (95.33 + 0.95%)
and against hydroxyl radical species C. obtusa showed the highest scavenging activity (98.19 + 5.93).
The study of the in vitro antioxidant activity of these species coupled with chemical characterization of
their extracts comprises an important key to potential in vivo studies. Moreover, the compounds
identified and quantified in these species extracts have pharmacological properties and may be linked

to popular use of these medicinal plants

Key words: Medicinal Plants; Amazon; phenolic compounds; HPLC — PAD; antioxidant activity.
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1 INTRODUGAO

O metabolismo oxidativo € de suma importancia para a sobrevivéncia celular
e o efeito colateral dessa dependéncia é a produgao de radicais livres e outras
espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas espécies reativas desempenham
fungdes relevantes no organismo e encontram-se em equilibrio com os mecanismos
de defesa antioxidante (ALVES et al., 2010; BAE et al., 1999; VASCONCELOS et
al., 2007). No entanto, o excesso na produgao dessas espécies reativas ocasiona o
estresse oxidativo que pode vir a apresentar efeitos deletérios ao organismo tais
como danos ao DNA, proteinas e organelas celulares, como mitocéndria e
membranas, provocando alteragdes nas fungdes celulares (ALVES et al, 2010;
ANTOLOVICH et al, 2002) que podem estar associadas a doengas crbnicas e
degenerativas (YIZHONG et al., 2004). O excesso de radicais livres € combatido
através de uma defesa antioxidante de origem enddgena ou compostos adquiridos
na dieta a exemplo dos compostos polifendlicos como os flavondides e acidos
fendlicos (BARREIROS et al., 2006).

Estudos sugerem que dois tergcos das espécies de plantas no mundo
apresentam algum valor medicinal e apresentam um bom potencial antioxidante
(KRISHNAIAH et al.,, 2011). Além disso, 80% da populagdo mundial faz uso da
medicina popular nos primeiros cuidados com a saude, os quais envolvem o uso de
extratos de plantas contendo componentes bioativos. Muito dos efeitos benéficos do
uso de plantas medicinais esta relacionado a presenga de metabdlitos secundarios
como os compostos fendlicos. Esses metabdlitos desempenham um papel
importante no crescimento, reprodugado, protecdo contra patégenos e predadores
além de contribuir para a coloragéo e caracteristicas sensoriais de frutas e vegetais
(AJILA et al., 2011; BRAVO et al.,, 1998). Dessa forma, os compostos fendlicos
provenientes das plantas medicinais tornam-se um caminho natural de prevengao de
doencas degenerativas como Alzheimer (KRISHNAIAH et al., 2011).

Dentre as diferentes classes de compostos fendlicos presentes em extratos
de plantas pode-se destacar os acidos fendlicos e flavondides que sdo bastante
conhecidos por sua agao antioxidante. A atividade antioxidante desses compostos
nao pode ser medida diretamente, mas sim pelos efeitos dos antioxidantes na
extensao da oxidagao (ANTOLOVICH et al., 2002). Os diversos testes propostos na
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literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao indicador de oxidagao
escolhido e ao método usado para sua detecgao e quantificagao (VASCONCELOS
et al., 2007).

Dentre os radicais utilizados nesse trabalho, para mensurar a atividade
antioxidante dos extratos das espécies de plantas medicinais, o DPPH tem sido
amplamente utilizado para avaliar a atividade antiradicalar de diversas frutas, cereais
e plantas em geral, além de ser considerado um dos métodos mais faceis, precisos
e reprodutivos na avaliagdo da atividade antioxidante (ALVES et al., 2010).

O radical superéxido, por sua vez, pode conduzir a formacao de
hidroperdxidos pela autoxidagdo de acidos graxos insaturados e é responsavel pela
formacgao de radicais livres altamente reativos como o radical hidroxila (BARREIROS
et al., 2006). Uma vez que o radical hidroxila seja gerado, o organismo nao dispoe
de mecanismos de defesa frente a esse radical, pois dificilmente pode ser
sequestrado in vivo (VASCONCELOS et al., 2007; HALLIWELL, 2007). Dessa forma,
torna-se importante a obtengdo de compostos antioxidantes através da dieta que
auxiliem na diminuigdo do dano oxidativo causado por esse radical no organismo.

Além disso, a avaliagéo da atividade antioxidante de plantas medicinais frente
ao radical hidroxil vem sendo mensurada através da mimetizacdo da membrana
celular por uma monocamada auto organizada de enxofre fixada a um eletrodo
sélido. As monocamadas auto organizadas podem ser degradadas na presenga de
radicais hidroxil de forma a regenerar a superficie do eletrodo. Na presenga dos
compostos antioxidantes o dano causado pelos radicais a membrana € minimizado
(HILGMANN et al., 2010).

O radical peroxila também vem sendo utilizado na avaliagédo da atividade
antioxidante principalmente por sua formagdo ser uma etapa importante na
peroxidagao lipidica (HILGMANN, 2010).

Além de mensurar a atividade antioxidante dos compostos presentes nos
extratos de plantas medicinais torna-se imprescindivel o desenvolvimento de
técnicas analiticas para a identificacdo e caracterizacdo desses componentes
(KRISHNAIAH et al., 2011; AJILA et al., 2011). A maioria dos métodos analiticos
propostos para a separagdo de componentes fendlicos inclui cromatografia a gas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (AJILA et al., 2011; CASELLA et al., 2007) e
eletroforese capilar (CASELLA et al., 2007; GOTTI, 2011).
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Atualmente as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia séo
amplamente utilizadas na identificacdo e separagdo de inumeros compostos
fendlicos em plantas e geralmente sdo acoplados a sistemas de detecgao baseado
na espectrometria UV, fluorimetria, espectrometria de massa, deteccao
eletroquimica, etc (AJILA et al., 2011; CASELLA et al., 2007).

Para as classes de compostos fendlicos abordados nesse trabalho, a
detecgcdo baseada na espectrometria UV tem mostrado uma baixa sensibilidade
devido aos valores do coeficiente de extingdo dos compostos serem relativamente
baixos. Por outro lado, a detecgao eletroquimica tem demonstrado ser uma
ferramenta analitica bastante util na detecgao de fendlicos devido a presenca de
hidroxilas que se reduzem e/ou se oxidam na superficie do eletrodo (CASELLA et
al., 2007). Quando acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a detec¢éo
eletroquimica se mostra bastante sensivel devido a detecgédo direta dos analitos
eletroativos e a modulacado da seletividade pela variagao do potencial de trabalho
utilizado para a detecgdo (TROJANOWICZ, 2011).

A deteccado pulso amperométrica (PAD, do inglés, pulsed amperometric
detection) apresenta uma sensibilidade ainda maior quando comparada a outros
métodos eletroquimicos de detecgao (amperometria de corrente direta, por exemplo)
principalmente devido a aplicacdo de pulsos de potenciais que promovem a limpeza
da superficie do eletrodo e diminuem a necessidade frequente de polimento manual
do eletrodo (TROJANOWICZ, 2011). A deteccédo pulso amperométrica utilizando
eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho tem sido reportado para a deteccao de
carboidratos’® e adulterantes em formulagdes fitoterapicas (MOREIRA, 2012;
CARVALHO et al,, 2013), porém ha uma falta de informagdes a respeito da
utilizacao desse eletrodo para deteccdo de compostos fendlicos separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Frente a isso, esse trabalho tem como objetivo a caracterizagdo de
compostos fendlicos de diferentes classes em extratos de seis plantas medicinais da
Amazénia a fim de se obter informacdes a cerca de seus constituintes quimicos.
Para isso, o trabalho busca o desenvolvimento de um método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccao pulso amperométrica utilizando
eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho. Além disso, esse trabalho visa avaliar a
possivel atividade antioxidante dos diferentes extratos frente a espécies reativas de
oxigénio.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo oxidativo e os radicais livres

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdébica e do nosso metabolismo
(BARREIROS et al.,, 2006) uma vez que a transferéncia de elétrons € um dos
processos quimicos mais importantes para a sobrevivéncia celular (ALVES et al.,
2010), sendo os radicais livres produzidos naturalmente ou por alguma disfungéo
bioldgica.

Os radicais livres apresentam um efeito duplo no organismo podendo
apresentar efeitos benéficos em baixas concentragdes (VALKO et al., 2006) como
por exemplo, o envolvimento na produgdo de energia, na fagocitose (fendmeno em
que essas espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor)
(VASCONCELOS et al.,, 2007), regulacdo do crescimento celular, sinalizagao
intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes (BARREIROS et al.,
2006). No entanto, uma produgdo excessiva dessas espécies reativas no organismo
pode desencadear o estresse oxidativo.

O organismo dispde de um sistema de defesa antioxidante o qual abrange a
protecdo enzimatica ou por micromoléculas, que podem ter origem no préprio
organismo ou sao adquiridas através da dieta. Entretanto, quando a producéo é
exacerbada o sistema antioxidante se sobrecarrega e permite a instalacédo do
estresse oxidativo (ALVES et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

Dessa forma, o estresse oxidativo pode ser caracterizado ndo so6 pelo
aumento da produgdo de radicais livres, mas também pela ineficiéncia do sistema
antioxidante do organismo, ou seja, um disturbio que provoque o desequilibrio no
sistema prooxidante ou antioxidante carreando ao dano oxidativo (VASCONCELOS
et al, 2007; ANTOLOVICH et al., 2002; HALLIWELL, 2007).

A figura 1 mostra as fontes enddgenas e exdgenas de produgdo de espécies

reativas e a extensao da resposta celular frente ao estresse oxidativo.
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Principais Fontes Enddgenas de ER Principais Fontes Exdgenas de ER
*  DMitocondrias * Raios UV
* Peroxissomos * Radiagio Jonizante
= Lipoxigenases *  Ouimioterdpicos
* MNADPH Oxidase *  Henobidticos
*  Citocromao F450
*  Citorcinas inflamatorias

ERO=0; * ,10,,1,0,,0;, * OH
ERN=NO * ,NO; * ,NO;C1

* Entre outras espécies reativas como derivados de Enxofre,
Cloro, Cathono e metais de transigdo

Defesa antioxidante ineficiente Defesa antioxidante eficiente
efoa descontrole na producio efou controle na producio de
de espécies reativas espéries reativas
l HOMEOSTAZE
Fstresse Oxidativo Crescimento e matabolismo
fiotmais
DA Envelhecimento precoce
Proteinas & DANO CELULAR Doengas cardiovasculates,
Lioid; neurodegenerativas, entre outras
1p1a1os patologias.

Figura 1: Fontes e respostas celulares as espécies reativas. Adaptado de VASCONCELOS et al.,
2007.

O dano oxidativo acumula-se ao longo do ciclo da vida (VALKO et al., 2007) e
pode envolver desde danos a proteinas e lipidios até disfuncdes celulares causadas
por danos ao DNA. Além disso, ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo esta
diretamente ligado aos processos de envelhecimento, transformagao e morte celular,

com consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, entre eles, a indugéo
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do cancer e a propagacéo de AIDS em pacientes soropositivos (HIV*), bem como na
fisiopatologia de muitas doengas crdnicas do pulméo, intoxicagdo com xenobidticos
e muitas outras (VASCONCELOS et al., 2007).

2.1.1 Quimica dos radicais livres

Um radical livre pode ser definido de uma maneira simples, como sendo
qualquer espécie que contenha um ou mais elétrons desemparelhados. Um elétron
nao pareado € aquele que ocupa um orbital atdmico ou molecular por si sé
(HALLIWELL, 2007).

O radical livre mais simples é o hidrogénio atémico, H*®, uma vez que o
atomo de hidrogénio tem apenas um elétron, que deve ser desemparelhado. A
presenca de um ou mais elétrons desemparelhados, geralmente faz com que os
radicais livres sejam ligeiramente atraidos por um campo magnético e altamente
reativos, embora a reatividade quimica dos radicais varie muito (HALLIWELL, 2007).

Basicamente, os radicais livres podem ser formados pela perda de um elétron

de uma espécie ndo radicalar (equagéo 1) ou pelo ganho de um elétron (equagao 2).

X e = X (cation radical) (1)

+ - . —
Yy ey (anion radical) 2)

Existe uma variedade muito grande de espécies reativas em sistemas vivos,
como por exemplo, radicais de carbono-centrado intermedidrios na peroxidagao
lipidica, espécies reativas de nitrogénio (ERN), de cloro (ERC), de bromo (ERB), de
enxofre (ERS) e até mesmo ions de metais de transicdo podem ser qualificados
como radicais livres (HALLIWELL, 2007). O termo “espécies reativas” é coletivo e
inclui radicais livres e nao-radicais que sdo agentes oxidantes e/ou sao facilmente

convertidos em radicais, alguns exemplos sdo mostrados na tabela 1.
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Tabela 1: Exemplos de Espécies Reativas radicalares e no radicalares.

Radicais Livres Nao Radicais

Espécies reativas de Oxigénio (ERO)

Superoéxido, O, *~ Peréxido de Hidrogénio, H,O,
Hidroxil, HO ® Peréxidos Organicos, ROOH
Peroxil, RO, ® Peroxinitrato, O,NOO ~
Alcoxil, RO *

Hidroperoxil, HO; ®

Espécies reativas de Cloro (ERC)

Cloro atémico, Cl ® Gés cloro, Cl,
Didxido de cloro ClO,

Espécies reativas de Bromo (ERB)

Bromo atébmico, Br*® Gas Bromo, Br,

Espécies reativas de Nitrogénio (ERN)

Oxido nitrico, NO ® Acido nitroso, HNO,
Dio6xido de Nitrogénio, NO, ® Cétion Nitrosil, NO*
Nitrato, NO5 ® Anion nitroxil, NO

Peroxinitrito, ONOO

Fonte: Adaptado de Haliwell, B. e Gutteridge, J.M.C, 2007.

Os radicais livres podem reagir com outro radical formando uma ligagéo
covalente como, por exemplo, na rapida reacao do oxido nitrico e o anion radical
superoxido para formar um produto n&o radicalar, o peroxinitrito (equagéao 3). Além
disso, os radicais podem se adicionar a outra molécula, como a adigdo do radical,
podem ser agentes redutores, doando um elétron para um ndo radical (equagéao 4),
ou ainda agentes oxidantes, ganhando um elétron de um nao radical (equagao 5).
Os radicais podem ainda, abstrair um atomo de hidrogénio de uma ligacdo C-H
(equagéo 6) (HALLIWELL, 2007).

NO'+ Oy —= ONOO" 3)

Cu* + COy —= CO, + Cu @
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*OH + PR == PR** + OH (5)

—CH +°OH —»

Ce + HO

(6)

O radical hidroxil abstrai um H<* de hidrocarbonetos da cadeia lateral de
residuos de acido graxo e podem ocorrer reagdes em cadeia se o radical de carbono
reagir com Oz formando radicais peroxil que propagam a peroxidagao lipidica
(equacgéo 7).

Ce + o2 —> —COO

(7

A maioria dos radicais livres em sistemas biolégicos é derivada do oxigénio,
sendo que este possui significado fundamental para organismos aerdbicos devido a
sua participagado na obtencdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP),
através da cadeia respiratéria como aceptor final de elétrons (HALLIWELL, 2007).

No organismo, os radicais livres sdo gerados no citoplasma, nas mitocéndrias
ou na membrana sendo os radicais ® OH (hidroxila) e O2°~ (superdxido) os que
possuem maior importancia bioldgica (VASCONCELOS et al., 2007).

2.1.2 Principais espécies reativas derivadas de O, (ERO)
2.1.2.1 Radical Hidroxil ( * OH)

O radical hidroxila € o mais danoso e lesivo ao organismo, pois devido o seu
tempo de meia-vida muito curto (cerca de 10° segundos) (PEREIRA, 2006),

dificilmente pode ser sequestrado in vivo e uma vez formado, o organismo nao
disp6em de mecanismo de defesa para combaté-lo (VASCONCELOQOS et al., 2007).
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Esse radical frequentemente ataca as moléculas por abstragdo de hidrogénio
e por adicdo a insaturagdes (BARREIROS et al.,, 2006). No organismo € formado
principalmente por dois mecanismos: reagdo de peroxido de hidrogénio (H202) com
metais de transicdo (equacdo 8) e homdlise da agua por exposigao a radiagao
ionizante (equagao 9) (HALLIWELL, 2007; BARREIROS et al., 2006).

H,05 + M™ ——— = M™* + HO ® + HO" (8)
Luz UV
HO ——>» HO® +H * 9)

A incidéncia de radiagao no ultravioleta, raios gama e raios X podem produzir
radicais hidroxila nas células da pele. O ataque intensivo e freqlente deste radical
pode originar mutagées no DNA e, consequentemente levar ao desenvolvimento de
cancer em seres humanos (BARREIROS et al., 2006).

No DNA, o radical hidroxila ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a
desoxirribose sendo que quando ocorre o ataque no acucar, quase sempre leva a
ruptura da cadeia de DNA. Além disso, * OH pode reagir com aminoacidos e
proteinas gerando clivagens de ligagdes, o que pode ter como consequéncia a perda
da atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através das membranas
celulares, citdlise e morte celular. Os acidos graxos poliinsaturados também sao
susceptiveis ao ataque do radical hidroxila, dando inicio a peroxidacado lipidica
(HALLIWELL, 2007; BARREIROS et al., 2006).

2.1.2.2 Anion Radical Superéxido (0, *~)

O radical superdxido € gerado continuamente por diversos processos
celulares (na cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria, no microssomo,
através de enzimas como a xantina oxidase e NADPH oxidase) ou pela redugao
monoeletrénica de oxigénio (BABIOR, 1997; VASCONCELOS et al.,2007). Em meio
aquoso, sua reacao principal € a dismutacdo, na qual se produz uma molécula de
peréxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (equacao 10). Ele também é
uma base fraca cujo acido conjugado, o radical hidroperéxido (HO,* ) é mais reativo

(equacdo 11). O radical hidroperéxido é um agente redutor mais poderoso que o
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anion radical superoxido pois possui um potencial padrao de redugao menor (-0,46 V
e -0,33 V, respectivamente) (HALLIWELL, 2007; BARREIROS et al., 2006).

202._ + 2H+ —_— H202 + 02 (10)

HOO* (11)

O superdxido é menos reativo que o radical hidroxila e ndo reage com a
maioria das moléculas biolégicas sendo que, dentre os aminoacidos, o Unico que
sofre oxidagdo pelo radical O>°~ é a cisteina (BARREIROS et al, 2006). Sua
reatividade com néao-radicais € influenciado pelo solvente e pelo pH (HALLIWELL,
2007).

Em certos processos quimicos importantes no contexto biolégico, a
participacao do anion radical superoxido é fundamental. O principal deles é o auxilio
na produgdo de radicais hidroxila ( ®* OH), através da reducéo de quelatos de Fe (lll)
(equacédo 12), formando Fe(ll). Assim, o * OH pode ser obtido através da reacéo de
Haber-Weiss (BARREIROS et al., 2006) (equacao 13).

0; "7+ Fe¥ ——=| Fe¥- 0, =3 Fe™-0 Fe?* + O,
(12)
Fe
0, T+ H,O0, — HO*+ HO + O, (13)

Além disso, o radical superdxido possui a habilidade de liberar Fe (ll) das
proteinas de armazenamento e de ferro-sulfoproteinas, tais como ferritina e
aconitase, respectivamente (BARREIROS et al., 2006).

Apesar disso, o radical superéxido tem importancia vital para as células de
defesa e sem ele o organismo estaria desprotegido contra infecgées causadas por
virus, bactérias e fungos (BARREIROS et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009). Para

combater corpos estranhos, o radical O2°~ é gerado in vivo por fagocitos ou
linfécitos e fibroblastos durante o processo inflamatério. Os fagécitos o produzem

com auxilio da enzima leucécito NADPH oxidase, que catalisa a redugcdo por um
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elétron de O, com gasto de uma molécula de NADPH (BABIOR, 1997; BARREIROS
et al.,, 2006) (equagao 14).

20, + NADPH— 205~ + NADP* + H* (14)

O radical formado é bactericida fraco, capaz de inativar proteinas ferro-
sulfurosas das bactérias, porém gera alguns produtos que possuem forte atividade
antimicrobiana, tais como acido hipocloros (HOCI), peréxido de hidrogénio (H20;) e
peroxinitrito (ONOQO™ ) que sdo os principais responsaveis pelo combate a corpos
estranhos (BABIOR, 1997; BARREIROS et al., 2006).

O anion radical superdxido ainda funciona como sinalizador molecular através
da sua capacidade de oxidar grupos —SH em ligagcbes dissulfeto (equagédo 15),
podendo ativar e desativar enzimas que contenham metionina (BARREIROS et al.,
2006).

2057 + 2RSH ——» 2HOO" + RSSR (15)

2.1.2.3 Radicais peroxila (RO2*) e alcoxila (RO*)

Os radicais peroxil e alcoxil s30 bons agentes oxidantes, tendo valores de E’
altamente positivos. O radical peroxil mais simples é o radical hidroperoxila (HO2*),
forma protonada do radical superoxido. Esses radicais (RO2* e RO*) podem
abstrair um atomo de hidrogénio de outras moléculas, uma reagao importante na
peroxidagao lipidica (HALLIWELL, 2007).

A decomposigao de perdxidos pelo aquecimento ou pela catalise de metais de
transicdo pode gerar tanto o radical peroxila como o alcoxila. No organismo esses
radicais sao formados durante a decomposi¢céo de perdxidos organicos e reagdes de
carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidagéo lipidica (VASCONCELOS et
al., 2006). Os radicais peroxil e alcoxil aromaticos tendem a ser menos reativos que

os alifaticos, uma vez que os elétrons se deslocam no anel benzénico.
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2.2 Sistema antioxidante endégeno e compostos antioxidantes obtidos da

dieta

A producédo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena ou serem
provenientes da dieta alimentar (SOUSA et al., 2007).

De maneira geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes
em concentracbes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidagdo do substrato (ANTOLOVICH et al., 2007,
HALLIWELL, 2007; SOUSA et al., 2007). Os radicais formados a partir de
antioxidantes ndo s&o reativos para propagar uma reagdo em cadeia, sendo
neutralizados por reacao com outro radical, formando produtos estaveis ou podem
ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Nenhum antioxidante, isoladamente, reune todas as caracteristicas de um
bom antioxidante, sendo estas descritas como, um composto biolégico naturalmente
presente em tecidos animais, ativo na protecao de moléculas de proteinas e lipidios,
ter uma boa biodisponibilidade apds a administracdo oral e parenteral, ter meia vida
longa, ser ativo no espago intra e extracelular e, deve ser capaz de cruzar a
membrana celular intacto (OLIVEIRA et al., 2009).

Os antioxidantes agem nos organismos vivos por meio de diferentes
mecanismos. Dentre eles pode-se citar a complexagao de ions metalicos, a captura
de radicais livres, a decomposicao de peréxidos, a inibicdo de enzimas responsaveis
pela geragao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a modulagao de vias
sinalizadoras celulares (SOUSA et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2006). Dessa
forma, busca-se compreender os mecanismos moleculares que sublinham o
estresse redox e propor medicamentos ou alternativas nutricionais (alimentos ou
nutrientes especificos) que possam diminuir a acdo deletéria dessas espécies
reativas sobre a saude da populagado humana (OLIVEIRA et al., 2009).

Outro interesse ligado aos antioxidantes € a sua aplicagdo na industria, para a
protecdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a decomposicéo
oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade (BARREIROS et al.,
2006).

Sao conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes (endégeno) sendo o

primeiro composto pela enzima SOD (superdxido dismutase), o segundo pela
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enzima catalase e o terceiro sistema é formado pela GSH em conjunto com duas
enzimas GPx (glutationa peroxidase) e GR (glutationa redutase) (BABIOR, 1997).

O primeiro sistema antioxidante é composto por dois tipos de enzimas SOD,
que catalisam a destruicdo do anion radical superdxido O, °~ , convertendo-0 em
oxigénio e peréxido de hidrogénio. A decomposi¢gao do radical superoxido ocorre
naturalmente, porém, por ser uma reagdo de segunda ordem, necessita que ocorra
colisdo entre duas moléculas de O, °~, de forma que ha necessidade de maior
concentracdo do radical. A presenca da enzima superdxido dismutase (SOD)
favorece essa dismutagdo tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a
necessidade da colisdo entre as moléculas (BARREIROS et al., 2006).

Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu®* e Zn?*
como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade nao é afetada pelo
estresse oxidativo. A segunda contém Mn?* como centro redox, ocorre na
mitocdndria e sua atividade aumenta com o estresse oxidativo (BABIOR, 1997;
BARREIROS et al. 2006).

O segundo sistema de prevengao formado pela enzima catalase, € muito mais
simples e atua na dismutagdo do perdéxido de hidrogénio em oxigénio e agua
(equacgéo 16).

Catalase
2H202 —_— 02 + 2H20
NADPH (16)

O terceiro sistema composto pela GSH também catalisa a dismutacao do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, sendo que a glutationa opera em ciclos
entre sua forma oxidada e sua forma reduzida. A GSH reduz o H,O, a H,O em
presenca da enzima GPx formandos uma ponte dissulfeto e, em seguida, a GSH é
regenerada (equagdes 17-19) (BABIOR, 1997; BARREIROS et al., 2006).

GSH peroxidase (GPx)

2GSH + H,0, » GSSG + 2H,0 (17)
GSH redutase (GR)
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GSH
H,0, + NADPH + H ———— » NADP* + 2H,O (19)

A protecdo enzimatica baseia-se quase que exclusivamente na decomposicao
do anion superoxido ou dismutagao de peroxido de hidrogénio, agentes oxidantes
brandos. Cabe as micromoléculas (que podem ter origem no préprio organismo ou
serem adquiridas da dieta (OLIVEIRA et al, 2009)), tais como tocoferdis,
carotendides e flavondides, o papel de impedir o ataqgue de ERO e ERN ou
regenerar os danos causados em sistemas bioldgicos essenciais (BARREIROS et
al., 2006).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atengdo nos ultimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidagéao lipidica e a lipooxigenase in vitro (SOUSA et
al., 2007).

2.2.1 Compostos polifendlicos

Os polifendis compreendem uma ampla familia de componentes naturais
presentes em vegetais, frutas, legumes, sementes e principalmente em plantas
medicinais. Esses compostos fazem parte do metabolismo secundario das plantas e
sao derivados de duas rotas sintéticas principais: via do chiquimato e via acetato
(AJILA et al., 2011; BRAVO, 1998). A figura 2 representa o esquema da sintese

desses compostos em plantas.
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Figura 2: Via Biosintética da formagao de fendlicos em plantas (Adaptado de AJILA et al., 2011).

Esses compostos sdo essenciais para a fisiologia das plantas, pois
contribuem para fatores de morfologia (pigmentacéo), crescimento e reprodugéo
além de estarem envolvidos na protegédo contra patégenos e possiveis predadores,
sendo formados sob condicbes de estresse como infecgdes, ferimentos e radiagdes
UV (AJILA et al., 2011; ANGELO et al., 2008; NACSKI et al., 2004; BRAVO, 1998).

Os compostos fendlicos exibem uma gama de beneficios a saude, como por
exemplo, propriedades antialérgicas, antiinflamatéria, antibacteriana,
cardioprotetora, entre outras. A maioria desses efeitos provém principalmente da
capacidade antioxidante que esses compostos possuem (AJILA et al., 2011).

A eficiéncia dos polifendis como antioxidante depende principalmente da sua
estrutura quimica e das propriedades redox, o que permite que eles hajam como
agentes redutores (BRAVO, 1998; YOSHIHARA et al., 2010). Além disso, esses
compostos também possuem a capacidade de quelar ions metalicos, prevenindo a
formacao de radicais livres catalisada por metais. Na oxidacdo de lipidios, os
polifendis sdo capazes de interferir através da doagdo de um atomo de hidrogénio
ao radical, conforme mostra a equagao 20 (AJILA et al., 2011).

ROO*+PPH — ROOH+PP*
+ — (20)
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O radical fenoxil gerado € um intermediario relativamente estavel, uma vez
que nao propaga a reagao radicalar facilmente. Além disso, esse radical pode agir
na propagagao do dano oxidativo reagindo com outros radicais gerando um novo
componente (BRAVO, 1998; SOUSA et al., 2007), conforme mostrado na equagao
21.

ROO*+PP* — ROOPP
(21)

Os compostos polifendlicos, estruturalmente, possuem um anel aromatico
substituido por um ou mais grupamentos hidroxila e podem variar desde fendlicos
simples a moléculas altamente polimerizadas (AJILA et al, 2011). Podem ser
divididos em pelo menos 10 classes dependendo da estrutura molecular basica. No
entanto, nesse trabalho serdo abordados apenas trés classes: os acidos fendlicos,
os flavondides e as cumarinas. Esses compostos possuem ocorréncia natural em

plantas e podem ser encontrados livres ou ligados a glicosideos (BRAVO, 1998).

2.2.1.1 Flavonoéides, Acidos fendlicos e Cumarinas.

Particularmente os flavondides possuem estrutura ideal para o sequestro de
radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E. A atividade
antioxidante dos flavonéides pode ser determinada por cinco fatores sendo estes a
reatividade como agente doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavonil
formado, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de
transicdo e solubilidade e interagcdo com as membranas (BARREIROS et al., 2006).

Sao compostos largamente distribuidos no reino vegetal, encontram-se
presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de
glicosideos ou agliconas. A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis
aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel

heterociclico, denominado anel C (figura 3).
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Figura 3: Estrutura basica dos flavonéides (ANGELO et al., 2006).

Variagdes em substituicao do anel C padrao resultam em importantes classes
de flavondides como flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas, isoflavonas e
antocianidinas. Substituicbes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro
de cada classe de flavondides (ANGELO et al., 2007; HOLLMAN et al., 1999).

Os acidos fendlicos sao caracterizados por possuirem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula, conferindo propriedades antioxidantes para os vegetais (ANGELO et
al.,2007).

Esses compostos consistem em dois grupos, derivados do &cido
hidroxibenzéico e derivados do acido hidroxicinamico (figura 4). Os &cidos
hidroxibenzoéicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzdéico, protocatecuico,
vanilico e siringico, que tém estrutura comum, Ce-C4, enquanto os &cidos
hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral (Cs-C3), como os acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico,
sendo os mais comuns (ANGELO et al.,, 2007; BRAVO, 1998).

a) b)
R4 R,
R; COOH R Fpnnn
2

Adido p-hidroxibenzéico: R, = R, = H ‘ N
Acido protocatecuico: R, =0H,R,=H Acido p-cumérico: R,=R,=H
Adido vanilico: R, = OCH,, R,=H Addo caféico: R, = OH, R, = H
Adido siringico: R, = R, = OCH, Addo fertlico: R, = OCH,, R,= H

Figura 4: Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzdicos (a) e hidroxicinamicos (b) (Adaptado de

Angelo et a., 2007).
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As cumarinas sao compostos fitoquimicos heterociclicos oxigenados
amplamente distribuidos no reino vegetal natural e encontrados em altas
concentracbes em grama de baunilha, aspérula, verbasco, lavanda, alcaguz,
morangos, damascos, cerejas, cinamomos e trevo doce, tendo como caracteristica
principal o sabor de baunilha.

As cumarinas apresentam um aroma doce, razdo pela qual sdo comumente
usadas na confeccao de perfumes. Tém estrutura polifendlica e seu uso na medicina
tradicional ja é relatada ha muitos séculos (ARJUNAN et al., 2013).

Assim como os flavondides e acidos fendlicos, as cumarinas apresentam
muitas propriedades terapéuticas e farmacoldégicas como antiinflamatéria,
bactericida, vasorelaxante, agente contra o virus da hepatite C, atividade
antiproliferativa, inibidor da xantina oxidase, antidiabética, anticancerigena, anti HIV,
anticoagulante, espasmolitica e sdo também usados clinicamente para a cura da
coagulagao de plaquetas (MULLER, 2013).

2.3 Amazonia e o uso das Plantas Medicinais

A sabedoria popular, ao longo dos tempos, vem sendo transmitida entre
geragdes de forma empirica. O conhecimento tradicional sobre o uso de plantas
medicinais é vasto e, em muitos casos, € o0 Unico recurso disponivel que a
populagao rural de paises em desenvolvimento tem ao seu alcance (OLIVEIRA et
al., 2011). Na Amazénia, as tradigdes do uso popular de plantas medicinais
representam um importante ponto de encontro entre permanéncias e rupturas
culturais, estabelecidas desde os primeiros contatos intertribais e interétnicos e
consolidadas no entrecruzamento das principais matrizes presentes no processo de
formagao do povo brasileiro (SANTOS, 2000).

Ao longo do tempo em que se estreitou o contato com as sociedades
ocidentais, o conhecimento fitoterapico dos povos amazénicos passou a incorporar
saberes e praticas “civilizados”, oriundos, principalmente, da medicina popular
europeia. Com suas estratégias de cura redesenhadas, estas populagbes
envolveram-se, entdo, a intensa movimentagdo de nordestinos que introduziria
elementos das tradigbes africanas, as quais chegavam nao mais como um
conhecimento nativo, auténtico, mas como conhecimentos ja validados por uma

formacgao cultural sincrética, tipica do Nordeste brasileiro (SANTOS, 2000).
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As populagdes acostumadas a enfrentar, com seus proprios recursos,
enfermidades que as vezes desconheciam, criaram novas técnicas de uso,
desconbrindo novas finalidades para as plantas que ja4 conheciam, a partir dos
dados recém-incluidos no seu dia-a-dia. Os saberes amazdnicos, sistematizados em
seus diversos matizes - indigenas e caboclos, seringueiros, madeireiros,
pescadores, colonos, garimpeiros, balateiros, regatdes etc — , consolidaram-se em
suas praticas, destacando-se o0 uso dos “remédios do mato” como um de seus tracos
culturais mais marcantes (SANTOS, 2000). Dessa forma, as observagdes populares
sobre o0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a
divulgagao das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de nao terem seus constituintes quimicos
conhecidos (MACIEL et al., 2002).

A floresta Amazbdnica € um dos cinco maiores biomas do Brasil. Isso
compreende em uma area de aproximadamente 7 milhdes de km?, ocupando 40%
da América do Sul, incluindo parte dos territérios de 8 paises (SANTOS et al., 2012).
Dentro desse espacgo ainda hoje habitam muitas comunidades praticamente rurais e
de baixa renda. Geralmente, nesse tipo de localidade, ndo existem farmacias
comerciais e o suprimento de medicamentos do Sistema Unico de Saude (SUS) é
irregular. Esse conjunto de fatores faz com que o conhecimento e a utilizacdo de
plantas medicinais pela populagéo dessas areas sejam de grande valor, pois, muitas
vezes, constituem a unica opg¢éo no tratamento das enfermidades (OLIVEIRA et al.,
2011). Além disso, estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica
atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo que dentre os farmacos
aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram produtos naturais ou
foram desenvolvidos a partir destes (OLIVEIRA et al., 2011; MELO et al.,2011
NEWMAN et al., 2007).

2.3.1 Plantas Medicinais em estudo

Tendo em vista a diversidade no uso popular de plantas medicinais e a
importancia terapéutica e farmacolégica encontrada em muitas espécies,
selecionou-se seis espécies de ocorréncia natural na Amazbnia para a avaliagao de
seus constituintes e possivel atividade antioxidante baseado no conhecimento

empirico.
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2.3.1.1 Cecropia obtusa e Cecropia palmata

Figura 6: Cecropia palmata

O género Cecropia é pertencente a familia Moraceae/Cecropiaceae e pode
ser conhecida pelos nomes populares de embauba, imbaluba, imbauva, umbauba,
umbauva, ambauba, embaiba, imbaiba e torem. Na Amazébnia, as folhas dessas
espécies (Figura 5 e 6) tém sido usadas pelas propriedades anti-reumaticas,
antidiabética, cicatrizante, tranquilizadoras, além de ser indicada também para
pneumonia, tosse e entre outros (SPOSITO et al., 2001; LUENGAS-CAICEDO et al.,
2005; TORRES et al., 2012).

Véarios compostos ja foram identificados por HPLC-DAD em espécies de
cecropia como, por exemplo, isoquercitrina em Cecropia glaziovii (SILVA et al.,2007)
além de cumarinas, alcaléides e outros flavondides em outras espécies desse
género. Alguns estudos identificaram e quantificaram compostos como o acido
clorogénico e triterpendides em outras espécies desse género como a Cecropia
obtusifolia e Cecropia lyratiloba (TORRES et al., 2012; COSTA et al., 2011; ROCHA
et al, 2007). Além disso, um estudo fitoquimico qualitativo realizado com as folhas
da espécie de Cecropia obtusa apontou a presenca de acucares redutores,
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derivados de cumarinas, catequinas, triterpendides e esterdides, além de taninos e
saponinas (LAMEIRA et al., 2004).

As espécies do género Cecropia sdo mais conhecidas e possuem uma série
de publicacdes a cerca de seus constituintes na literatura, quando comparadas as
outras espécies de estudo nesse trabalho. No entanto, quanto as espécies Cecropia
obtusa e Cecropia palmata a literatura fornece poucas informagdes no que diz

respeito aos contituintes fendlicos nos extratos dessas plantas.

2.3.1.2 Bauhinia variegata e Bauhinia variegata var alboflava

Figura 8: Bauhinia variegata

As espécies pertencentes ao género Bauhinia fazem parte da familia
Leguminosae, porém essa se divide em subfamilias sendo a Bauhinia variegata
(Figura 8) e Bauhinia variegata alboflava (Figura 7) pertencentes a Fabaceae-
Caesalpinoideae (BIANCO et al., 2003; SILVA et al.,2002). Essas espécies sao
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encontradas principalmente nas areas tropicais do planeta e vém sendo utilizadas
como remédio na medicina popular em um vasto numero de paises. Alguns estudos
fitoquimicos realizados com plantas do mesmo género (Bauhinia) indicaram a
presenca de flavondides, triterpenos, lactonas e glicosideos esteroidicos na sua
constituicdo (SILVA et al.,2002). As infusdes da casca de Bauhinia variegata tém
sido usadas contra ulceras, doencas de pele além de ser util na escrofulose e
possuir propriedades adstringentes e tdnicas. Nao obstante, as raizes dessa espécie
sdo usadas em dispepsia e como antidoto para veneno de cobra (REDDY et al.,
2003). Além disso, estudos farmacologicos com essas espécies tém demonstrado
potencial  antifungico (REDDY et al,2003), atividade anti-diabética
(SARAVANAMUTTU et al.,2012), anti-ulcera (PRUSTY et al.,2012), antioxidante e

entre outros.
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2.3.1.3 Mansoa alliacea

Figura 9: Mansoa alliacea

A espécie Mansoa alliacea (Lam.) A. H. Gentry (Figura 9) é pertencente a
familia Bignoniaceae e no Brasil € popularmente conhecida como cipé d’alho. Seu
nome popular € deriva do seu aroma caracteristico de alho devido a presenca de
compostos organosulforados. Pode ser encontrada em toda América do Sul e &
utilizada por muitas comunidades na Amozénia para fins como gripe, dores de
cabeca, febre, reumatismo e em problemas respiratérios (ZOGHBI et al.,2009).

Extratos dessa planta tém sido utilizados como inseticida e também como
parte de rituais agregando um valor “mistico-medicinal”, segundo as comunidades
indigenas da Amazonia. Além disso, estudos fitoquimicos tém apresentado a
presenca de compostos como alcandis, triterpendides, flavondides e compostos
organosulforados. Apesar de todos os usos associados a essa espéice ainda se tém
muito pouca informacao a respeito do seu uso como fitoterapico quando comparado
ao alho (ZOGHBI et al.,2009; ODONNE et al., 2013).
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2.3.1.4 Connarus perrottettii var angustifolius

Figura 10: Connarus perrotettii var angustifolius

A espécie Connarus perrotetti var angustifolius Radlk. (Figura 10) é
popularmente conhecida no Brasil como barbatimdo e pertence a familia
Connaraecea (PARACAMPO et al,,2011). E uma planta encontrada principalmente
nos trépicos e no Brasil pode ser encontrada em todos os Biomas com excec¢ao dos
Pampas.

No norte do reino da Taildndia, a decoccdao das folhas de Connarus
semidecandrus Jack tem sido usada no tratamento de diarréia (PARACAMPO et
al.,2011). Efeitos curativos da planta, ainda segundo a populagéo regional, podem
ser obtidos através das mais diversas formas de extracdo: maceragao, cha,
‘garrafada” (no qual se tem algum teor alcodlico), banho ou xarope, sempre
realizados com a casca da espécie, onde se espera encontrar a maior concentragao
de principios ativos. Dessa forma, foi relatado seu uso para infecgdes geniturinarias
em mulheres, hemorragia uterina, ovarios cisticos, corrimento vaginal, "mae-do-
corpo” (acontecimento pds-parto no qual os 6rgaos envolvidos na gravidez estao
voltando ao lugar certo, causando certo desconforto), doengas gastricas, cefaléias,
gripe, tosse e congestao (FERREIRA et al.,2009). Muitos estudos farmacologicos a

cerca de espécies dessa familia tém sido desenvolvido, porém pesquisas quimicas e
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farmacoldgicas sobre a espécie Connarus perrotettii ainda sao bastante escassas

mesmo seu uso tradicional tendo sido confirmado.

2.4 Metodologias para o estudo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante ndo pode ser medida diretamente e sim pelo efeito
dos antioxidantes no controle da extensao da oxidacao (ANTOLOVICH et al., 2002).
Os diversos testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados,
ao indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para sua deteccao e
quantificagdo. Sado chamados ensaios de captacao (“trap assays”). Em todos esses
ensaios, um radical é gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir cor,
fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR (Ressonancia
do Spin Eletrénico) ou outra mudanga mensuravel. A presenga de antioxidantes
altera esses sinais, 0 que permite sua andlise quantitativa (VASCONCELOS et
al.,2007).

Para se ter uma avaliagcdo mais precisa da atividade antioxidante de uma
determinada substancia, é necessario saber quais tipos de radicais sao gerados,
como, onde e a extens&do do dano causado. Assim, o entendimento sobre os efeitos
dos compostos antioxidantes somente pode ser aperfeicoado se metodologias mais
especificas forem utilizadas, e se estas forem capazes de definir quais produtos sao
formados e inibidos pelos antioxidantes, e em quais condi¢des, sistemas e alvos de
protegcao (ALVES et al., 2010).

Alguns autores defendem o estudo da capacidade antioxidante total, em vez
da analise de antioxidantes isolados, uma vez que ha dificuldade em medir cada
antioxidante e, principalmente, devido a interacdo que existe entre eles (ALVES et
al., 2010; SOUSA et al., 2007).

2.4.1 Anion Radical Superéxido — Sistema HPX/XOD

A produgdo do anion radical superdxido, uma espécie reativa de oxigénio, &

essencial para a defesa de organismos vivos, pois esse radical atua na transferéncia

de sinais entre células vivas. Entretanto, a superproducao de O,°~ pode causar

estresse oxidativo e estar envolvida em diversas patologias (ALVES et al., 2010).
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Xantina Oxidase (XOD) é a enzima responsavel pela transformagao tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido urico, tendo como consequéncia a
producédo de peroxido de hidrogénio e radical superéxido (figura 11), por isso é
considerada uma das principais fontes bioldgicas de espécies reativas de oxigénio
(ALVES et al.,, 2010; OLIVEIRA et al.,2009). A atividade de um grande numero de
substancias pode ser medida em termos da atividade sequestradora do radical

superoxido gerado nesse sistema enzimatico.
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Figura 11: Formacgé&o de radicais superoxido na conversdo da Hipoxantina em Xantina e dessa em

acido urico, pela agdo da enzima xantina oxidase (Adaptado de Alves et al., 2010).

No método utilizado para avaliar a capacidade sequestradora, o radical
superoxido produzido reduz o nitroblue tetrazolium (NBT) a formazan em pH 7,4 e
temperatura ambiente (figura 12), e a geragdo do formazan é acompanhada por
espectrofotometria através da mudanca na coloracao amarelo palido do NBT para
uma coloragdo purpura do formazan no comprimento de onda de 560 nm (ALVES et
al., 2010). As moléculas que atuam como antioxidantes reagem com o radical
superoxido inibindo a formacao de formazan, com consequente decaimento na

coloragao purpura.
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Figura 12: Formagéo do formazan a partir da redugdo do NBT pelo radical superéxido gerado no
sistema HPX/XOD (Adaptado de Alves et al., 2010).

2.4.2 Radical Peroxil - Método ANCOMROS (Antioxidant Competence Mensured
by ROS determination)

A determinacdo da capacidade antioxidante contra radicais peroxila é
avaliada através da deteccédo indireta de espécies reativas de oxigénio (ROS) na
presenca e na auséncia de um gerador do radical (AMADO et al,2009). A
metodologia desenvolvida por Amado et al, 2009 para a determinagdo da
capacidade antioxidante contra radicais peroxila utiliza o composto 2,7 -
diclorofluoresceina (DCFH-DA) desacetilado para geragao do composto fluorescente
(DCF). Para geracao do radical utiliza-se o reagente cloreto de 2,2’ — azobis (2 —
metilamodinopropano) (ABAP) cuja termodecomposi¢édo em 37° C origina o radical
peroxil. O radical peroxila oxida o DCFH ao composto fluorescente DCF que é
detectado nos comprimentos de onda de 485 e 520 nm, para excitacao e emissao,
respectivamente (VASCONCELOS et al, 2006). O esquema 1 demonstra a
termodecomposi¢cdo do ABAP com conseqliente formagdo do radical peroxila e

oxidacado do composto DCFH a DCF.

45



46

DCFH-DA 37°C

Desacetilagao
«—  Quimica

\ ABAP

DA
ROO -

v

DCFH —» DCF- » DCF

Emissao de
Fluorescéncia

Esquema 1: Termodecomposicdo do reagente ABAP a 37°C e consequente formagéo de radicais
peroxila que atuam na oxidacdo do reagente DCFH originando o composto fluorescente DCF.
(Adaptado de Hilgemann, 2010 e Amado et al., 2009).

A decomposicdo térmica do ABAP é monitorada a cada 5 minutos durante 30
minutos. Os resultados sao estimados pela diferenca das areas das curvas de
fluorescéncia registradas na presencga e na auséncia de ABAP em fung¢ao do tempo
(30 min). A diferenga relativa entra as curvas das amostras e a do controle é
considerada como sendo a medida da capacidade antioxidante, visto que os valores
de fluorescéncia s&o obtidos apos a formacédo de ERO, o que significa uma grande
competéncia em neutralizar os radicais peroxila (AMADO et al.,2009).

2.4.3 Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Este ensaio baseia-se na capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH reduzindo-o a difenil-picril-hidrazina
(YOSHIHARA et al., 2010) (figura 13). A molécula de DPPH é caracterizada como
um radical livre estavel em virtude da deslocalizacao do elétron desemparelhado por
toda a molécula (ALVES et al., 2010).
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Figura 13: Forma radicalar (1) e n&o radicalar (2) do DPPH (Adaptado de Alves et al., 2010).

Quando uma determinada substancia que atua como doador de atomos de
hidrogénio, é adicionada a uma solugdo de DPPH, a hidrazina & obtida com
mudanca simultadnea na coloracao de violeta para amarelo palido. O mecanismo de
reacao é baseado em transferéncia de elétrons, enquanto a abstracdo do atomo de
hidrogénio é uma reac&o marginal, pois a mesma acontece lentamente em solventes
que estabelecem fortes ligacdes de hidrogénio (SOUSA et al., 2007) (figura 14).

O método de controle mais utilizado é o decaimento da absorvancia no
comprimento de onda observado entre 515 a 528nm, produzido pela adicdo do
antioxidante a uma solugéo alcodlica do radical DPPH. Este método € considerado,
do ponto de vista metodolégico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na
avaliacao da atividade antioxidante (ALVES et al., 2010).

T S, N
J\ J CHy CHy
T e ]
| = N =
NE \’l — NH . |
CeN NO: HeCT YT CHs O A _NO, HCT YT TCH,
\“/ UH o
NG,

Nz
Figura 14: Reacao quimica entre o radical DPPH e o BHT (antioxidante sintético). (Adaptado

de Oliveira et al., 2009)

2.4.4 Radical Hidroxil — Método deoxirribose

Como pode-se esperar, a exposigcao do DNA (ou RNA) a presencga de radicais
hidroxila pode vir a gerar uma série de produtos devido a alta reatividade desse
radical (ANGELO et al.,2007). O agucar deoxirribose (2 deoxi-D-ribose), presente na
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estrutura do DNA, é fragmentado pelo radical hidroxila formando produtos que
quando sob aquecimento e pH baixo, se decompdem para formar malondialdeido
(MDA) (ANGELO et al.,2007). Através da adicdo de acido tiobarbiturico (TBA) ocorre
a formacado de um cromégeno (MDA-(TBA), ) rosa que pode ser detectado por

espectrofotometria em 532 nm conforme mostrado no esquema 2.

REAGAO DE FENTON _— DEOXIRRIOBOSE

Aquecimento

Radical Hidroxil
l pH baixo

MDA

TBA

DETECGAO < Cromégeno (MDA-(TBA),)

Esquema 2: Formagdo do composto cromogeno a partir da decomposicdo da deoxirribose pelos

radicais hidroxilas gerados a partir da reacao de Fenton.

Os radicais hidroxila sao gerados através da mistura de ascorbato, perdxido
de hidrogénio e Fe-EDTA. Na presenga de um composto antioxidante ocorre a
competicdo do agucar pelo radical inibindo a formacao de MDA e consequentemente
a formacgao do cromégeno (NACZK et al., 2004).

2.5.6 Radical Hidroxil - Monocamadas auto organizadas

As monocamadas auto organizadas (SAM, do inglés self-assembled
monolayers) de alcanos funcionalizados sobre superficies metalicas organizadas
vém sendo amplamente utilizadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos,
sendo o grupo mais empregado, indubitavelmente, alcanos de tidis sobre superficie
de ouro. Quando os compostos de enxofre estdo adsorvidos na superficie do
eletrodo, o sinal eletroquimico de um par redox presente no meio pode ser
completamente inibido (HILGMANN et al., 2010). Embora as monocamadas auto
organizadas sejam conhecidas pela sua estabilidade, descobriu-se que elas podem

ser degradadas por radicais livres, como por exemplo, o radical hidroxil.
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Quando o eletrodo recoberto com a SAM é exposto a uma solugcao onde
radicais livres sdo formados, ocorre a degradacédo da monocamada e consequente
regeneragao do sinal eletroquimico do par redox presente no meio. A recuperagao
do sinal eletroquimico do par redox se da de forma proporcional a extensdo do dano
causado pelos radicais a monocamada adsorvida no eletrodo (HILGMANN et al.,

2010). O esquema 3 ilustra o ataque radicalar a SAM e consequente regeneragéo do

—

LAy ]

Imerséo do eletrodo em
uma solugdo de hexanotiol
20% (15 min)

par redox.

Branco: imerslo do
sletrodo na solugio Imersfio do eletrodo
de Fenton (5 min.) na solugio de
Fenton (5 min)
ol OoH contendo AH
o o oir

AH
ow o A g
Au i N M

Recuperagdc  do
sinal eletroquimico,
proporcional A
destruigio da SAM

Esquema 3: Adsorcdo de hexanotiol na superficie do eletrodo de ouro. Ataque radicalar a
monocamada auto organizada proporciona a recuperacdo do sinal eletroquimico. (Adaptado de

Hilgmann et al., 2010).

Quando uma espécie antioxidante capaz de sequestrar os radicais hidroxila
esta presente no meio, ocorre uma diminuicdo no dano a monocamada e, portanto
nao havera total regeneragcédo do sinal eletroquimico do par redox. Sendo assim, é

possivel mensurar a atividade antioxidante frente ao radical hidroxil de forma indireta
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através da diminuigdo da corrente (sinal eletroquimico) do par redox no meio, uma
vez que menos radicais degradam a monocamada, menos sitios do eletrodo estardo

disponiveis para a reagao eletroquimica com o par redox.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

Todas as medidas espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotdmetro da marca Hewlett Packard® (HP 8453) com arranjo de diodos
utilizando uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 10 mm. As medidas
fluorimétricas foram realizadas em espectrofotdbmetro de fluorescéncia Agilent
Technologies® modelo Cary Eclipse.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em cromatografo
modelo 882 Compact IC Plus acoplado a um detector pulso amperométrico modelo
871 Advanced Bioscan e interface 771 IC Compact Interface, Metrohm® (Herisau,
Suica) (Figura 15).

Figura 15: Foto do cromatografo Metrohm®.
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Foi utilizado um disco de ouro como eletrodo de trabalho, platina como
eletrodo auxiliar e um eletrodo de referéncia de hidrogénio em fase sélida, Metrohm®
(Figura 16).

/ Célula de Deteccao

Eletrodo de
trabalho

( ALI) Eletrodo de
Referéncia
(Hy-REF)
w  [2mm
8 mm

Figura 16: Foto da célula de deteccdo equipada com eletrodo de ouro e um eletrodo de

referéncia de hidrogénio (Hy-Ref).

A separacao dos compostos foi conduzida em uma coluna C18, Thermo
Scientific® com dimensées de 150 mm x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 ym. As
medidas de pH foram realizadas em pHmetro Metrohm® sendo o equipamento
calibrado diariamente com tampao 4,00 e 7,00.

As medidas voltamétricas foram realizadas em polarégrafo Metrohm® 646 VA
Processor e 694 VA Stand.

3.2 Amostragem
As seis espécies de plantas medicinais utilizadas nesse trabalho foram
obtidas através de projeto de cooperacéo cientifica estabelecido com a Embrapa

Amazébnia Oriental (Belém-PA). As amostras foram fornecidas como matéria seca

sendo necessaria apenas a elaboracao dos extratos. A tabela 2 abaixo fornece o
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nome da espécie bem como o seu numero de registro no Horto Florestal da

EMBRAPA e o0 nome popular.

Tabela 2: Espécies de plantas medicinais em estudo

Espécie Registro Nome Popular
Mansoa alliacea IAN 1843394 Cipé6 d’alho
Cecropia palmata IAN 185556 Embauba branca
Cecropia obtusa IAN 185555 Embauba vermelha
Connarus perrottettii var angustifolius |AN 184393 Barbatimao do Para
Bauhinia variegata var alboflava IAN 185831 Pata-de-vaca
Bauhinia variegata IAN 185932 Pata-de-vaca branca

3.2.1 Preparo dos extratos

Utilizou-se 450 g de matéria seca, constituida das folhas de cada espécie
(para espécie Connarus perrottettii foram utilizadas as cascas da planta), para o
preparo dos extratos com solvente organico.

A massa pesada foi macerada com etanol 70% a temperatura ambiente
durante quatro semanas. Apds esse periodo, o extrato hidroetandlico obtido foi
filtrado e o solvente foi evaporado a temperatura de 40°C restando apenas um
extrato aquoso. Parte desse extrato aquoso foi evaporado até a secura para
obtengao do extrato bruto. O restante foi particionado com os solventes acetato de
etila e n-butanol para obtencao dos respectivos extratos com diferentes polaridades.
Os solventes foram evaporados até a secura e resuspendidos em metanol para a
concentracao final de 2%.

O preparo das infusdes constituiu-se na pesagem de 5 gramas da matéria
seca de cada planta com posterior infusdo em 50 mL de agua a temperatura de 90°C
durante 30 minutos. Apdés o periodo de infusdo os extratos foram filtrados
primeiramente em algoddo e depois em membrana de acetato de celulose com

porosidade de 0,45 um.

3.3 Procedimentos experimentais, reagentes e solugoes

3.3.1 Capacidade Antioxidante frente ao radical DPPH
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O radical DPPH (Aldrich Chemistry®) foi obtido comercialmente. Foi preparada
uma solucao estoque de DPPH em metanol a fim de se obter uma solucao de
trabalho 10 mol.L™.

Inicialmente o espectrofotébmetro foi zerado com metanol. Para analise dos
extratos procedeu-se da seguinte forma: 1500 puL do extrato foram adicionados a
1480 L da solucao de trabalho de DPPH e 20 pL do solvente no qual encontravam-
se as amostras (metanol ou agua). Paralelamente conduziu-se um branco para cada
amostra contendo 1500 uL do extrato e 1500 pyL do solvente. Foi necessario
conduzir um branco para o DPPH para o célculo da atividade antioxidante, dessa
forma 1480 pyL de DPPH foram adicionados a 1520 uL de metanol. Ap6s 30 minutos
de reagdo sob abrigo da luz as absorvancias foram medidas em 522 nm. A
porcentagem da atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi calculada

conforme equacéao 23.

Y%AA = (ADPPH - (Aamostra - Abranco) x 100/ ApppH (22)

Onde:

Apppr = Absorvancia do DPPH

Aamostra = Absorvancia da amostra

Abranco = Absorvancia do branco da amostra
AA = Atividade antioxidante

3.3.2 Capacidade Antioxidante frente ao anion radical superéxido, O, *~

A atividade de sequestro do radical O, °~ dos extratos foi realizada utilizando
o sistema enzimatico HPX/XOD, conforme Zhao et al., 2006.

Os reagentes utilizados no método enzimatico HPX/XOD foram adquiridos da
Sigma Aldrich® (Sao Paulo, Brasil) sendo eles, xantina oxidase (XOD) 25UN,
hipoxantina e Cloreto de azul de nitrotetrazélio (NBT). O EDTA da marca Nuclear®
foi obtido no comércio local.

Inicialmente adicionou-se 100 pL de EDTA 30 mmol.L™”, 100 pL de HPX 3
mmol.L™" e 200 pL de NBT 1,42 mmol.L™" a 100 pL do extrato. Esperou-se 3 minutos
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e adicionou-se 100 pL da enzima XOD 0,75 unit.mL™". O volume foi completado a 3
mL com tampao fosfato 0,05 mol.L”" (pH 7,4). O branco das amostras continha todos
os reagentes exceto o NBT, o qual foi adicionado 200 uL de solugao hidroetandlica,
para os extratos hidroetandlicos e 200 uL de agua ultra pura para o branco dos
extratos aquosos, no lugar do NBT. Paralelamente conduziu-se um controle
contendo todos os reagentes exceto o extrato, e um branco do controle sem extrato
e NBT. Apds o tempo reacional de 40 minutos a leitura espectrofotométrica foi feita
em 560 nm. A atividade antioxidante frente ao radical superdxido foi calculada

conforme equagao 24.

%AA =[1 - (S - Sp)/(C - Cp)] x 100 (23)

Onde:

S = absorvancia da amostra

Sp = absorvancia do branco da amostra
C = absorvancia do controle

Cy, = absorvancia do branco do controle

3.3.3 Capacidade Antioxidante frente ao radical peroxil pelo método
ANCOMROS

Para o método ANCOMROS utilizou-se o reagente cloreto de 2,2’ — azobis (2-
metilamodinopropano) (ABAP, Aldrich®). O tampdo de reagdo contihha HEPES
(Acros®, pH 7,2), KCl e MgCl, (Isofar®) também adquiridos no comércio local. O
reagente 2’,7’-diclorofluoresceina (DFCH-DA) foi previamente desacetilado sendo
que para a desacetilacdo quimica utilizou-se uma solucao etandlica de DCFH-DA
com NaOH, ambos adquiridos comercialmente.

Em uma placa branca contendo 96 pocas, analisou-se o extrato hidroetanélico
das cultivares de cevada em triplicata. A placa foi dividida em duas regiées onde na
regiao 1 adicionou-se 7,5uL de agua Milli-Q no lugar do gerador do radical (branco),
e na regiao 2 adicionou-se 7,5 uL do reagente gerador de radical (ABAP). Nas pocgas
A1, A2 e A3 adicionou-se 10 L de solugao hidroetandlica (branco da amostra), e a

partir das pocas A4, A5 e A6 foram adicionados 10 uL do extrato da cultivar, e assim
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sucessivamente, de forma que as mesmas amostras foram pipetadas na regido 2 na
mesma ordem. Em todas as pocgas adicionou-se 127,5 yL do tampao de reacgao e
10uL de DCFH desacetilado, o qual foi adicionado imediatamente antes da leitura da
fluorescéncia.

A placa foi entdo colocada no fluorimetro o qual foi programado para manter a
temperatura em 37°C. O DCFH desacetilado é oxidado por ERO ao composto
fluorescente DCF, que é detectado nos comprimentos de onda de 485 e 520 nm
ex/em. Foi feito o monitoramento da termodegradacdao do ABAP e consequente

formagao de ERO durante 30 minutos.
3.3.4 Radical Hidroxil — Método deoxirribose

O ensaio para medir a atividade antioxidante frente ao radical hidroxil pelo
método da deoxirribose foi conduzido conforme Zhao et al., 2006 com breve
modificacdes.

Os reagentes acido tiobarbiturico (TBA), acido tricloroacético(TCA), hidroxido
de sdédio e cloreto férrico hexahidratado foram adquiridos do comércio local. Acido
ascorbico e 2 deoxi-D-ribose foram adquiridos da Sigma®, Porto Alegre, RS.

Todas as solugdes foram preparadas em tampao fosfato 25 mmol.L™!, pH 7 4.
Em um tubo reacional foi adicionado 100 pL do extrato, 100 uL de EDTA 1 mmol.L™,
100 pL de FeCls.6H,O 1 mmol.L™!, 100 pL de 2 deoxi-D-ribose 36 mmol.L™", 100 pL
de H0, e 100 pL de &cido ascérbico 1 mmol.L™", sendo o volume final ajustado para
1 mL com tampao fosfato. Apds incubagao durante 1 hora a 37 °C, a reacao foi
parada através da adi¢do de 1 mL de TCA 10% e 1 mL de TBA 1%. A mistura foi
entdo aquecida em banho de agua durante 15 minutos. Assim que as amostras
resfriaram, o volume foi aferido para 5 mL e a absorvancia medida em 532 nm.
Através da equacao 3 (a mesma utilizada para o radical superéxido) foi possivel

calcular a atividade antioxidante das infusdes frente ao radical hidroxil.
3.3.5 Monocamada auto-organizada — Radical Hidroxil

O método da atividade antioxidante frente ao radical hidroxil, através da
degradacéo de monocamadas fixadas em eletrodo de ouro, foi conduzido conforme
Hilgmann et al., 2010, com modificacdes.
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O complexo Cloreto de hexamino ruténio (lll), [Ru(NH3)s]Cls e o padrao de
Hexanotiol foram adquiridos da Sigma®, Porto Alegre, RS. Sulfato ferroso amoniacal
foi adquirido do comércio local.

Para formagcdo da monocamada auto-organizada no eletrodo de ouro,
primeiramente submeteu-se o eletrodo a trés diferentes tratamentos: tratamento
quimico, que consistiu na imersao do eletrodo em uma solugéo piranha de H,SOy :
H,O, (3:1) durante 3 minutos; polimento manual com pasta de diamante (Metrohm®)
e tratamento eletroquimico que consistiu na aplicagao de 100 ciclos voltamétricos na
faixa de 0,0 V a 1,8 V em uma solucdo 0,5 mol.L™" de acido sulfurico com uma
velocidade de varredura de 500 mV.s”. Concluida a limpeza da superficie do
eletrodo, a monocamada de hexanotiol foi preparada através da imersao do eletrodo
em uma solugao etandlica de hexanotiol a 20% durante 15 minutos. Apds o tempo
reacional, o eletrodo foi lavado com etanol e agua e finalmente imerso em uma
solugdo contendo o complexo de [Ru(NHs)s]Cls. A solugédo 0,001 mol.L”" de
[Ru(NHs)]Cls foi preparada em tampao acetato 0,01 mol.L™!, pH 4,6. Através da
aplicagado da voltametria ciclica em uma faixa de potencial de -0,6 V a + 0,4 V foi
possivel registrar um voltamograma ciclico com a auséncia do sinal do par redox em
solugdo. Apos o registro do voltamograma, o eletrodo recoberto foi submetido a
reacao de fenton na presenga do extrato. Em um tubo reacional, 1000 uL da solucao
0,6 mol.L”" de sulfato ferroso amoniacal foram adicionados ao extrato da planta.
Ap6s a imersao do eletrodo 4 mL de H,O, 0,6 mol.L” foram adicionados e dando
inicio a reagédo de Fenton. Apdés 30 minutos de ataque radicalar, um voltamograma
ciclico do par redox foi novamente registrado. A diferenga da corrente gerada pelo
par redox na auséncia e na presenga do extrato é proporcional a atividade
antioxidante frente ao radical hidroxil. A atividade antioxidante é calculada através da
equagao abaixo onde, lsc € a corrente do par redox registrada apos o ataque
radicalar, sem a presenga do extrato e l.. € a corrente do par redox registrada apds

o ataque radicalar a monocamada, na presencga do extrato.

AA% = [(Ise- lce)/lse] X 100 (24)
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3.3.6 Caracterizagao cromatografica por HPLC — PAD

Os padrées utilizados para o desenvolvimento da metodologia cromatografica
foram adquiridos da Sigma Aldrich® e estdo listados na tabela 3.

Tabela 3: Polifendis em estudo

Classe

Exemplo

Estrutura

Flavonodides

Diarileteno

Miricetina

Quercitrina

Rutina

Quercetina

Resveratrol

OH
f\l OH
g

o

OH © o’J\- +OH

L
L\r ‘OH

OH
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Catequinas

Acidos Fendlicos

Cumarinas

Catequina

Acido galico

Acido Ferulico

Acido Cafeico

Acido p-coumarico

Acido Clorogénico

4-hidroxicumarina

OH

AN

o X

Uma solugéo estoque de 1000 mg.L”' em metanol foi preparada para cada um

dos compostos e diluidas na fase mével até a concentracao desejada para injecéo.

As determinagdes cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo liquido

com sistema de elui¢&o isocratica acoplado a um detector de amperometria pulsada.
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Utilizou-se Coluna analitica C18 de dimensdes 4,6 mm x 150 mm x 5 ym (Thermo
Scientific) para a separagdo cromatografica e eletrodo de ouro para a detecgao
amperométrica.

Para andlise cromatografica das plantas medicinais, diariamente a coluna
cromatografica (C18) foi condicionada com a fase mével 50 mmol L™ de fosfato de
sédio, 1 mmol L' de B - Ciclodextrina, 30% (v/v) de metanol e pH 2,00 por
aproximadamente 30 minutos em fluxo de 1 mL min™", tempo suficiente para a
estabilizagdo da linha base. A detecgédo foi efetuada utilizando o modo Pulso do
software do detector sendo o potencial de trabalho E4 otimizado para +0,7 V.

Apds o intervalo de condicionamento, as solugdes de trabalho foram injetadas
de forma manual utilizando uma alga de injecdo de 20 uL. No final do dia a coluna
era lavada com agua ultra pura por uma hora, em fluxo de 1,0 mL min™ para que
todo o sal fosse retirado da coluna, e solugédo de metanol:agua ultrapura (90:10) por
30 minutos em fluxo de 0,5 mL.min', sendo esta Uultima a solucdo de
armazenamento da coluna.

A preparagdo da fase movel foi seguida do ajuste do pH com solugdes de
acido fosférico e hidréxido de sédio 0,1 mol.L™" e filtragdo em membrana de acetato
com poro de 0,45 pym. Apéds a filtracdo, a fase movel foi desaerada durante 60
minutos em ultrassom. A limpeza do eletrodo de ouro, Vario Cell para Bioscan
(Metrohme), com 8 mm de didmetro e 2 mm de espessura, compreendeu a aplicagao
de ciclos de limpeza durante a medida e quando necessario polimento manual do
eletrodo utilizando suspensao de diamante.

Os solventes Acetonitrila e Metanol foram adquiridos no comércio local e

eram de grau HPLC.

3.3.7 Validagao do método cromatografico por HPLC — PAD

Para validagdo do método cromatografico procedeu-se segundo a resolugéo
prevista pela ANVISA n° 899 de 29 de maio de 2003 que dispdem o Guia de
validacdo para métodos analiticos e bioanaliticos. Segunda essa resolugdo, €
considerada validada as metodologias que sejam avaliadas sob os parédmetros de
especificidade e seletividade, linearidade, faixa de trabalho, precisdo, limite de
detecgao e quantificagao, exatidao e robustez (BRASIL, 2003; RIBANI, 2004).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Desenvolvimento e Otimizagdo do método cromatografico com deteccao

pulso-amperométrica

Para otimizacdo do método cromatografico baseado na detecgdo pulso-
amperométrica, foi necessario investigar inicialmente o potencial voltamétrico de oxi-
reducdo dos compostos fendlicos em estudo. Aplicando uma varredura de
potenciais de -0,3 V a +1,1 V foi possivel observar, através de um voltamograma
hidrodindmico de cada antioxidante individualmente, as correntes geradas a partir da
reacao da troca de elétrons dos compostos com a superficie do eletrodo de trabalho.

A varredura foi possivel através da utilizagdo do modo DC (corrente continua,
do inglés, current direct) o qual permite a aplicagédo de um potencial constante no
eletrodo de trabalho. A faixa de potenciais foi delimitada a partir das informacoes a
respeito da faixa util de potenciais para o eletrodo de ouro (METROHM, 2007) a qual
varia de acordo com o pH do meio. A figura 17 mostra o voltamograma
hidrodindmico dos compostos elucidando o comportamento eletroquimico na faixa

util de potencial do eletrodo de ouro.

60



Corrente (uA)

Cormente (uA)

Corrente (uA)

Rutina . Catequina
8-
R 1
7 i
6] &
54 < 5
@
4 E 4
3 S
2 2
1 1 / TT—
-__..--.-—’-"-—-—-—-""' 1 — \
o "——a — 0
T T T T T T J T T T T T T T 1
04 02 00 02 04 08 10 12 04 02 00 02 0.4 0g 08 10 12
Potencial (mW) Potencial (mV)
Miricetina
Resveratrol 9.
9
a4
8
74 ™
6 &1
5 /\ < 5+
&
o] T 44
@
E
3 3§ 2
24 24
14 1 \I—l—-l
o
o "——= - P —
T T T T T T T 1
04 02 0.0 02 04 08 0g 10 12 o4 Oz 00 oz o 08 08 0 12
Potencial (mV) Potencial (mv)
Quercitrina Quercetina
-1 9n
8 8
74 7
6 6
=
54 < 5]
=
@
a4 = a4
g
=
3 S 3
24 2
1 14
- -
= —n—n el
o " - - " od T —
T T T T T T T 1
04 02 0.0 0z 0.4 0.8 08 10 12 o4 02 00 0z o4 06 o8 o 12

Potencial (mV)

Potencial (mVv)

61

61



Acido p - coumdrico

@
3

62

4 - Hidroxicumarina

9.
8
8
] 7
6 6
<5 T 54
=z ©
T 44 T 4
2 —a" 2
8 34 — S 3
24 24
i 14
04 = — ——n—a—"
————— - - - Y 0] "———a . — -
04 0.2 [ 1] 02 04 0.8 08 10 1.2 T T T T T T T 1
) 04 02 00 02 04 08 08 10 12
Potencial (mV) ’
Potencial (m\)
. Acido Galico . Acido Cafeico
84
N 8
A
I //. T4
| ]
64 &
T s <s
& = — T
E 4 2, ~,
2 5 - ~
S 4] 5
[ i
24 2
1 14
04 = . o " o
T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
04 02 00 02 04 08 08 190 12 04 02 00 02 04 08 08 10 12
Potencial (mV) Potencial (m\/)
o Acido Ferulico . Acido Clorogénico
8 -
74 7
6 &
< %7 < s
5 2
g« 2.
£ /‘h“"‘- 2
2 5] w —u 13
o ~a S 3
24 2]
i 14
- .
o4 I«—.__‘. -— - . e L] -
T T T T T T T o = -
04 00 02 a8 L] J

02

04
Potencial (mV)

T T T T T
02 00 02 04 08 08

Potencial (mV)

Figura 17: Voltamogramas hidrodinamicos dos compostos antioxidantes obtidos através do modo DC

do detector amperométrico. Faixa de varredura de potenciais: -0,3 a +1,1 V. Tampao fosfato 10 mM,
pH 2,00, 10 mg.L™.

Como pode-se observar nos voltamogramas, o potencial de + 0,7 V mostrou-

se adequado para a deteccao dos compostos por se tratar do potencial que fornece

maiores valores de corrente para a maioria dos acidos fendlicos e flavondides em pH

2,0. Uma vez que a corrente gerada da reacdo com o eletrodo esta diretamente

relacionada a concentragcdo dos compostos, o potencial escolhido permitiu uma

maior sensibilidade na deteccéao.

A otimizacdo da deteccdo também foi estudada em pH 4,0 e 7,0; porém

observou-se uma diminuicdo consideravel na sensibilidade principalmente dos
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flavondides uma vez que esse pH é bastante proximo dos valores de pKa desses
analitos. Tendo em vista que o pKa dos flavondides varia em torno de 6,5 é
esperado que em valores de pH mais baixos obtenha-se uma maior sensibilidade na
deteccao da mesma forma para os acidos fendlicos que possuem pKa em torno de
4,5. Esse comportamento indica que as reacdes de troca de elétrons no eletrodo de
ouro envolvem a participacdo de ions H* nos processos redox.

O detector amperométrico (PAD) tem sido mais amplamente investigado
principalmente pela possibilidade da aplicacao de pulsos de potencial no eletrodo de
trabalho, o que conduz a um aumento significativo na sensibilidade da detecc¢éo
(TRAJANOWICZ, 2011). A principal ideia da aplicagdo de ondas na forma tempo-
potencial para a polarizagao do eletrodo de trabalho (principalmente metais nobres
como Pt e Au) é promover uma diminuigdo na barreira de ativagdo para a oxidagao
de determinados analitos.

A figura 18 esquematiza um ciclo completo da deteccado amperométrica onde
E+ é o potencial de amostragem, ou seja, o potencial necessario para oxidar ou
reduzir os analitos que eluem da separagao cromatografica, E, é o potencial positivo
aplicado em determinado intervalo de tempo e E; € o potencial negativo responsavel

pela reducao catddica dos 6xidos da superficie do eletrodo.

E (V)
+
Ez
1 [}
1
: :
i\ | _____ ! '
ts :
0.0 — — ; x t(s)
1.0 1 2.0
1 12 t3 '
=
1 CICL O

Figura 18: Ciclo da aplicagéo de potencial na amperometria pulsada. E4 é o potencial de
amostragem, E; é o potencial de oxidagéo e E; é o potencial de redugéo (Adaptado CARVALHO et
al., 2013).

Alguns produtos intermediarios da reacao eletrodo-analito podem se adsorver
fortemente a superficie do eletrodo. Dessa forma, a aplicacao de um potencial de

oxidagao por um curto periodo (E2) provoca simultaneamente a formagao de 6xidos
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do metal no qual o eletrodo é formado (por exemplo, AuOH), e através de uma
reducao catédica os 6xidos da superficie sdo reduzidos e a superficie do eletrodo
regenerado (Ez), eliminando ou diminuindo a adsor¢cdo dos produtos intermediarios
na superficie do eletrodo.

Sendo assim, uma das principais vantagens da amperometria pulsada, além
do aumento da sensibilidade na deteccao, é a eliminagao da necessidade frequente
de polimento manual da superficie do eletrodo uma vez que, a aplicacao de pulsos
promove a limpeza da superficie do metal (TRAJANOWICZ, 2011).Neste trabalho, o
ciclo de detecgdo dos compostos foi otimizado para 2 segundos sendo que o
potencial de trabalho (+ 0,7 V) foi aplicado durante 0,4 segundos, o potencial de
oxidagao (+ 1,0 V) durante 0,4 segundos e o potencial de redugédo (- 0,2 V) durante
1,2 segundos. A aplicagéo dos potenciais +1,0 V e -0,2 V permitiram a limpeza e a
regeneragao da superficie do eletrodo de trabalho através da oxidagao e redugao,
respectivamente, das impurezas que possivelmente viessem a se adsorver no
eletrodo de ouro.

Uma vez otimizada a deteccdo dos compostos partiu-se para o
desenvolvimento da separagao por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando
fase reversa. Para a otimizacdo da fase movel os seguintes paradmetros foram
avaliados: concentragao do solvente organico (metanol e acetonitrila), concentragéo
de fosfato de sdédio, surfactantes como dodecilsulfato de sdédio e octilsulfato de
sédio, aditivos como a p-ciclodextrina e o pH, sendo esse um fator critico da
otimizagdo uma vez que interfere na sensibilidade da detecgdo. O fluxo da fase
movel também foi otimizado.

Utilizando-se um mistura dos padrées na concentracido de 10 mg.L'1 de cada
composto, iniciou-se o desenvolvimento da metodologia de separagao pela variagao
na concentragdo do modificador organico da fase mével. Em um primeiro cenario, a
concentragdo de fosfato de sodio foi mantida em 10 mmol.L™" variando-se a
concentracao de metanol entre 10 e 50% (v/v) e o pH de 2 a 7. A concentragao de
50% nao foi satisfatoria uma vez que os 12 analitos coeluiram no inicio do
cromatograma. Da mesma forma, a concentragdo de 10% também n&o se mostrou
eficiente tendo em vista que proporcionou um tempo de anélise muito grande e em
70 minutos os analitos mais apolares nao foram eluidos da coluna.

A concentragéo de acetonitrila foi variada de 10 a 50% (v/v) utilizando fosfato

de sédio 10 mmol.L™' em pH 4,0 sendo que a concentracdo de 25% forneceu uma
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melhor separacdo dos compostos porém apresentou um auto ruido na linha de base
devido a maior adsor¢ao do solvente na superficie do eletrodo de ouro. A fim de se
evitar uma diminuigao na sensibilidade de detecgao, optou-se pelo uso do metanol o
qual ofereceu menos danos a superficie do eletrodo e diminuiu a frequéncia da
necessidade de polimento manual.

A concentracdo de 30% de metanol em pH 2,00 foi a que apresentou a
melhor separagdo dos analitos em estudo uma vez que nesse pH todos os
compostos encontram-se protonados e portanto favorecem o equilibrio do analito
entre a fase movel e a fase estacionaria. No entanto, ainda foi possivel observar a
co-eluicdo dos compostos catequina, acido galico e acido clorogénico no inicio do

cromatograma, conforme o cromatograma apresentado na figura 19.

60
50_- /

40

[l-'\cido Galico, Catequina e Acido Clorogénico
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20+

Potencial (mV)

10 1

Tempo de Retencio (min)

Figura 19: Cromatograma obtido a partir da injegao dos 12 compostos na concentragéo de 30 mg.L™,
nas condigdes de 30% de metanol, 10 mmol.L™" de fosfato de sédio e pH 2,00. Fluxo da fase movel 1
mL.min™.

O fluxo da fase mével foi variado de 0,5 a 0,8 mL.min™" a fim de se obter a
separacao desses trés compostos, no entanto nao foi o bastante para proporcionar a
separacdo uma vez que trata-se de compostos com polaridade bastante

semelhante. O fluxo da fase mével foi mantido em 1,0 mL.min™".
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Partiu-se entdo para a otimizacdo da concentracao do fosfato de sédio e o
uso de aditivos na fase mével. O fosfato foi variado de 10 a 50 mmol.L™ sendo que a
concentracdo de 50 mmol.L™" proporcionou a separagéo do &cido galico, catequina e
acido clorogénico entre 2 e 4 minutos (figura 20) contudo, os analitos mais apolares
levaram mais tempo para serem eluidos da coluna visto que o aumento da
concentracao de sal tende a aumentar o tempo de retencao dos analitos.

Além do acréscimo no tempo de analise, 0 aumento da concentracdo de
fosfato também elevou o ruido da linha base conforme pode se observar no

cromatograma da figura 20.
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Figura 20: Cromatograma obtido a partir da injeg&o dos 12 compostos na concentragdo de 30 mg.L™,
nas condigdes de 30% de metanol, 50 mmol.L™" de fosfato de sodio e pH 2,00. Fluxo da fase mével 1
mL.min"". O cromatograma menor ilustra a separagdo de Galico, Catequina e Clorogénico alcangada

com o aumento da concentracéo de fosfato na fase mével.
A fim de melhorar a resolugdo do cromatograma testou-se os aditivos dodecil

sulfato de sddio e octil sulfato de sodio para a formagéo de pares iGnicos ao longo

do processo de eluicdo em fase reversa. Porém, nenhum dos surfactantes testados
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modificou de forma positiva o cenario da separacido sendo que o SDS ainda diminui
a sensibilidade dos compostos quando utilizado em altas concentracdes.

Além do SDS e do octil, a B-ciclodextrina foi testada como aditivo da fase
movel. As ciclodextrinas ja vém sendo utilizadas como modificadores de fase moével
na cromatografia liquida de alta eficiéncia para as mais diversas aplicagbes
(CLAUDE et al., 2004). No entanto, ha uma falta de informagdes a cerca do uso
desses compostos como aditivos para a separacao de acidos fendlicos e flavonodides
utilizando fase reversa. O exterior das moléculas das ciclodextrinas é hidrofilico
enquanto possuem uma cavidade hidrofébica que podem incluir seletivamente
moléculas orgéanicas para formar complexos de inclusdo nao covalentes (CLAUDE et
al., 2004). Uma vez que os compostos sejam incluidos na cavidade menos polar das
ciclodextrinas, as propriedades quimicas dos compostos podem ser afetadas
(CLAUDE et al., 2004) e consequentemente a separagao cromatografica. Assim, as
moléculas de ciclodextrina influenciam na particido do soluto entre a fase
estacionaria e o complexo de inclusdo formado na fase mével (SCHNEIDERMAN et
al., 2000).

A resolucdo e a eficiéncia na separacao dependem da concentragao de
ciclodextrina utilizada, da fase mével e da temperatura (SCHNEIDERMAN et al.,
2000). Dessa forma, a concentragao de B-ciclodextrina foi testada de 0,5 a 5 mmol.L
', Uma vez que o fendmeno de inclusdo dos compostos na cavidade da ciclodextrina
aumenta a solubilidade desses na fase movel, o tempo de retencdo é diminuido e,
portanto, nas concentracdes de 4 e 5 mmol.L™" houve a co-eluigdo dos compostos
mais polares. A concentragdo de 1 mmol.L™' mostrou-se a mais satisfatéria uma vez
que promoveu a diminuicdo do tempo de analise (de 95 para 70 minutos) e
proporcionou um aumento na resolugdo do cromatograma bem como um aumento
na sensibilidade da deteccdo dos compostos no eletrodo de ouro.

Por fim, a temperatura ideal da coluna para a separacdo foi otimizada
utilizando um forno de temperatura. Variou-se a temperatura de 20 a 30°C. Em
temperaturas menores, houve a formacdo de caudas nos picos dos compostos
menos polares. Em temperaturas acima de 25°C a velocidade de difusdao dos
analitos foi aumentada melhorando a resolugdo do cromatograma, no entanto,
diminui o tempo de retencao provocando a co-eluicdo dos compostos mais polares.

A temperatura de 25°C mostrou-se a temperatura ideal para a separacido dos 12
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compostos utilizando complexos de inclusdo com a B-ciclodextrina na concentragao
de 1 mmol.L"".

A figura 21 ilustra o cromatograma obtido através das condi¢des otimizadas
para a separacdo isocratica dos compostos: Acido Galico, Catequina, Acido
clorogénico, Acido Cafeico, Acido p- coumarico, Acido Ferulico, Resveratrol, 4 —
hidroxicumarina, Rutina, Miricetina, Quercitrina e Quercetina, sendo que as
condigdes otimizadas foram: Metanol 30%, Fosfato de sédio 50 mmol.L”, B-
ciclodextrina 1 mmol.L”", pH 2,0, fluxo da fase mével de 1 mL.min™", potencial de
deteccao + 0,7 V e temperatura do forno de 25 °C.
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Figura 21: Cromatograma obtido através do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
eluicdo isocratica para os 12 compostos fendlicos em estudo a partir das condigbes otimizadas:
Metanol 30%, Fosfato de sédio 50 mmoI.L'1, B-ciclodextrina 1 mmoI.L'1, pH 2,00, fluxo da fase movel 1
mL.min”, potencial de detecgdo + 0,7 V, 24,7 °C. (1) Acido Galico; (2) Catequina; (3) Acido
Clorogénico; (4) Acido Cafeico; (5) Acido p - coumarico; (6) Acido Ferulico; (7) Resveratrol; (8) 4 —

hidroxicumarina; (9) Rutina; (10) Miricetina; (11) Quercitrina; (12) Quercetina.
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4.1.1 Validagao do método HPLC - PAD

O método cromatografico desenvolvido foi validado sob os parametros de
especificidade, linearidade, faixa de ftrabalho, precisdo, limite de deteccdo e
quantificacao, exatidao e robustez.

A especificidade e seletividade do método foram avaliadas pela possivel
interferéncia de compostos fendlicos da mesma natureza dos analitos em estudo
que pudessem vir a estarem presentes na matriz. Foram testados os seguintes
interferentes: galangina, luteolina, apigenina, 3,6 — diidroxiflavona, &cido vanilico, 6 —
hidroxicumarina, 3 acetilcumarina, canferol, crisina, flavona e acido rosmarinico.

Os compostos galangina, luteolina e apigenina co-eluiram entre si e nao
interferiram na separagdo cromatografica dos 12 antioxidantes. Foi possivel
observar a eluicdo do acido rosmarinico logo apds a quercitrina sendo que, se
estiver presente nas amostras pode ser identificado e nao interfere na quantificagao
dos analitos em estudo.

Os compostos 3,6 — diidroxiflavona, acido vanilico, 6 — hidroxicumarina, 3
acetilcumarina e canferol nao foram eluidos dentro do tempo de analise dos
compostos fendlicos de abrangéncia desse trabalho, portanto, ndo interferem na
caracterizacao e quantificacido dos compostos nas plantas medicinais.

Além disso, o estudo do comportamento eletroquimico foi aplicado também
aos interferentes testados sendo que todos apresentaram corrente de oxi-reducao
no eletrodo de ouro com excec¢ao dos compostos crisina e flavona. Esses compostos
nao foram facilmente detectaveis uma vez que apresentaram valores de corrente
relativamente baixos no eletrodo de trabalho dentro da faixa de potenciais estudada
(Figura 22).
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Figura 22: Voltamogramas hidrodinAmicos para os compostos flavona e crisina. Os compostos nédo

interferem uma vez que néo apresentam corrente de oxi-reducéo no potencial de trabalho otimizado.

Para a flavona, esse comportamento pode estar associado principalmente a
auséncia de grupamentos hidroxilas na sua estrutura, os quais se reduzem no
eletrodo de ouro na faixa de potenciais estudada. Ja a crisina apresenta dois
grupamentos hidroxilas, porém nao estéo localizados no anel B da estrutura basica
dos flavonoides. A corrente observada de +0,8 a +1,1 V para a crisina deve-se,
possivelmente, as hidroxilas do anel A.

Dessa forma, os compostos crisina e flavona nao interferem na separacao
cromatografica do método desenvolvido uma vez que ndo sdo detectadas no
potencial de + 0,7V.

Para verificar a linearidade do método fez-se uso da regressao linear
determinada pelo método dos minimos quadrados, com base na relagdo area vs
concentracao. Foram injetados 10 pontos de diferentes concentragbes dos analitos

em estudo para avaliar a faixa linear. Os resultados de linearidade sdo mostrados na
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tabela 4. Além disso, a faixa de trabalho foi determinada pela inje¢éo de 5 pontos em

triplicata.

Tabela 4: Parametros de linearidade do método desenvolvido.

Analito Faixa Faixa de Equagéo da reta Faixa do r
Linear trabalho RSD (%)
(mg.L") (mg.L”) individual

Acido Galico 0,1-100 0,5-50 y =0,2935x + 2,72 -4,60 0,998
0,3202

Acido Clorogénico 0,3-125 2-50 y =0,1091x + 2,04 - 5,17 0,992
0,3370

Acido p-coumarico 0,1-125 0,5-30 y = 0,6905x + 0,05-5,39 0,993
1,7777

Resveratrol 0,3-125 0,5-30 y =1,2404x + 0,87 — 3,32 0,991
2,8794

Miricetina 0,3-125 0,5-30 y =0,6375x + 0,29 — 3,99 0,996
1,5749

Catequina 0,05-125 0,3-50 y =0,8057x + 1,73 -5,88 0,999
0,5479

Acido Cafeico 0,3-50 1,0-30 y=0,1827x + 2,66 — 4,97 0,996
0,1585

Acido Ferulico 0,5-100 1-50 y = 0,3629x - 0,46 — 5,50 0,991
0,8267

4-Hidroxicumarina 0,3-100 0,5-30 y =0,5156x + 1,01 -5,41 0,998
0,6464

Rutina 0,5-100 1-50 y=0,3163x + 0,78 — 5,00 0,993
0,4451

Quercitrina 0,3-100 2,5-30 y =0,5155x + 2,77 — 5,46 0,990
0,7553

Quercetina 0,75-100 1-50 y =1,1245x — 2,03-6,19 0,998
1,2684

Para a determinagao dos limites de detec¢éo e quantificagdo foram injetadas
10 replicatas da linha base sendo que o LD foi considerado 3 vezes o desvio padrao

das injegdes e o LQ 10 vezes. Os resultados sao mostrados na tabela 5.
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Tabela 5: Limites de detecgao e quantificagdo para os compostos fenélicos em estudo.

Analito LD LQ
(mg.L") (mg.L”)

Acido Galico 0,029 0,098
Acido Clorogénico 0,378 1,261
Acido p-coumarico 0,034 0,112
Resveratrol 0,023 0,078
Miricetina 0,043 0,143
Catequina 0,016 0,053
Acido Cafeico 0,075 0,249
Acido Ferulico 0,170 0,566
4-Hidroxicumarina 0,025 0,082
Rutina 0,079 0,264
Quercitrina 0,023 0,077
Quercetina 0,035 0,115

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade (intra-corrida), através da
triplicata de 5 concentragées no mesmo dia, e precisao intermediaria (inter-corrida)
através da injecdo em triplicata do ponto intermediaria da curva em trés dias
diferentes. Segundo Ribani (2004), o desvio padréao relativo ou CV (%) da preciséo
para amostras complexas pode ser aceito em valores de até 20%. Os resultados da

precisdo sdo mostrados na tabela 6.

Tabela 6: Precisdo do método desenvolvido

Analito Concentragao Repetibilidade Precisao
(mg.L™") CV (%) intermediaria

CV (%)*
Acido Galico 0,5 2,97
5 2,35

10 2,92 6,64

30 2,60
50 2,97
Acido Clorogénico 2 2,13
1,20
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Acido p-coumarico

Resveratrol

Miricetina

Catequina

Acido Cafeico
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4-Hidroxicumarina

Rutina

10
30
50
0,5

10
15
30
0,5

10
15
30
0,5
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0,3
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50
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0,5
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50

4,22
3,17
4,21
0,26
2,57
0,23
1,21
1,63
3,30
2,04
1,62
1,96
1,93
1,12
0,20
3,06
3,33
2,62
3,50
3,70
3,85
3,51
1,70
1,62
3,42
4,78
2,73
2,65
1,34
0,18
2,89
3,98
0,16
1,81
3,71
1,46
3,08
0,96
3,69
4,16

6,09

6,53

6,93

2,27

9,01

5,65

6,02

8,68
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15 1,54 3,84
30 3,87
50 3,57
Quercitrina 2,5 3,68
10 4,58
15 4,14 5,57
30 2,62
Quercetina 1 3,84
5 4,55
15 2,22 2,75
30 2,63
50 1,98

* CV (%) determinado pela injegdo em triplicata da concentrag&o intermediaria (10 mg L™, com excegao do Acido Galico e
Catequina cuja concentragdo utilizada para a preciséo inter-dia foi de 16,67 mg L'1) em trés dias diferentes.

A exatiddo do método foi avaliada pelo método da adicdo do padrao nas
amostras em estudo. Para os analitos Acido Galico e Catequina, a exatiddo foi
avaliada na infusdo da espécie Connarus perrotettii. A exatidao dos outros analitos
foi avaliada na fracdo butandlica da espécie Mansoa alliacea. As amostras foram
adicionadas trés concentragdes crescentes dos analitos. Através da regresséo linear
obteve-se uma curva analitica sendo que a concentracdo encontrada para cada
adicao correspondeu a “x” e a concentragcao conhecida adicionada correspondeu a
100% sendo os resultados expressos em percentual de recuperagcdo. As
recuperagoes variaram de 82% para o acido clorogénico a 114% para a rutina e

estdo listadas na tabela 7.

Tabela 7: Exatiddo expressa em recuperagao (%).

Analito Recuperagao (%)
Acido Galico 111,13
Resveratrol 110,90
Acido clorogénico 81,95
Acido Cafeico 88,00
Acido p - coumarico 97,53
Acido Ferulico 113,00
4 — Hidroxicumarina 92,88
Rutina 114,29
Miricetina 100,58
Quercitrina 103,13
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Catequina 99,57
Quercetina 102,00

Para avaliar a robustez do método, pequenas variacbes na temperatura, no
pH e na concentragdo dos reagentes da fase movel foram analisadas sendo que o
método mostrou-se robusto a todas as variagcdes numa faixa de 0,05 para mais ou
para menos nos parametros testados. Além disso, o método mostrou-se reprodutivel

quando realizado por diferentes analistas.
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4.2 Caracterizagao cromatografica das plantas medicinais da Amazénia

Posto que o método cromatografico para a caracterizagdo dos compostos
fendlicos nas plantas medicinais tenha sido desenvolvido e validado foi possivel
analisar os extratos das seis espécies de plantas em estudo nesse trabalho.

Tendo em vista a auséncia de informag¢des na literatura quanto a presenca ou
auséncia de compostos fendlicos nessas espécies, um screening de todas as
fracbes de cada espécie foi realizado a fim de se ter uma visdo do perfil
cromatografico dos extratos. Para a maioria das espécies foi possivel identificar e
quantificar diversos compostos fendlicos com propriedades antioxidantes. A
identificacdo dos compostos foi feita por comparacao dos tempos de retengao e
foram quantificados pelo método da adicao do padrao em trés niveis de fortificacao.

A espécie Connarus perrotetti var angustifolius possui um potencial
etnofarmacoldégico comprovado pelas comunidades do norte do Brasil
(PARACAMPO, 2011), no entanto seu uso popular tem sido relacionado apenas a
presenca de alcaldides uma vez que nao ha estudos na literatura com outras classes
de compostos com propriedades similares nessa espécie. Pela caracterizacdo dos
extratos da espécie Connarus perrotettii, foi possivel identificar e quantificar os
compostos Acido Galico, Catequina e Acido Cafeico pelo método cromatografico
desenvolvido nesse trabalho. A figura 23 ilustra a quantificagdo dos compostos na
infusdo dessa espécie na concentracao de 0,5%.
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Figura 23: Identificagdo dos compostos Acido Galico (1), Catequina(2) na infusdo (0,5%) da espécie

Connarus perrotettii var angustifolius pelo método cromatografico HPLC — PAD.

Os compostos Acido Galico e Catequina foram quantificados em maiores

quantidades na infusdo da espécie e totalizam aproximadamente 0,6% (m/m) da

massa bruta da planta medicinal. Levando em consideragdo o uso medicinal, o

consumo do cha das cascas dessa espécie pode fornecer quantidades razoaveis

desses compostos para o organismo, podendo estar associados aos diversos usos

farmacolégicos nas comunidades Amazonenses. A tabela 8 ilustra a quantificagéo

dos compostos encontrados em cada fracao da espécie Connarus perrotettii.

Tabela 8: Compostos fendlicos quantificados nas fragdes da espécie Connarus perrotettii var

angustifolius
Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infuséo Fracao Fracdo Acetato Fracao
Etandlica Butanolica
Acido Galico 2,580 0,557 1,867 0,426
Catequina 3,260 0,294 2,388 0,349
Acido Cafeico nd nd 0,031 0,239

77



78

*nd = n3o detectado pelo método.

A infusdo das cascas da Connarus corresponde a massa total da planta
sendo que as fragdes sao extratos mais concentrados e podem oferecer um maior
interesse para a industria farmacéutica em relacao a planta enquanto matéria bruta.
Por exemplo, levando em consideragdo o teor quantificado no extrato e na planta
total, a concentracdo de Catequina é aproximadamente 28 vezes mais concentrada
em 1000 gramas da fragao acetato do que em 1000 gramas das cascas da planta.

Dessa forma, a maceracao a frio das cascas dessa espécie com etanol 70% e
posterior fracionamento com solventes como acetato de etila, pode concentrar as
espécies antioxidantes presentes na planta tornando o extrato um produto rico em
espécies bioativas.

Dentre as espécies em estudo nesse trabalho, a espécie Mansoa alliacea
apresenta propriedades bastante semelhantes ao alho (Allium sativum) possuindo
compostos organossulfurados que contribuem para o aroma caracteristico (ZOGHBI
et al., 2009). No entanto, sua composigdo quimica quanto a presenga de acidos
fendlicos e flavondides ainda é bastante restrita na literatura.

Os extratos dessa espécie foram caracterizados sendo possivel a
identificagdo e quantificagdo dos compostos Acido Ferulico, Acido p — coumarico e
Resveratrol. No entanto, nao foram detectados nenhum dos compostos fendlicos em
estudo nas fragdes etandlica e butandlica dessa planta. O perfil cromatografico da

frac&do acetato de etila € mostrado na figura 24.
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Figura 24: Identificagdo dos compostos Acido p — coumarico (5), Acido Ferulico (6) e Resveratrol (7)

no extrato acetato (0,5 %) da espécie Mansoa alliacea pelo método cromatografico HPLC — PAD.

Os compostos Acido Ferulico e Acido p — coumarico foram quantificados em
maiores quantidades na infusdo da matéria seca da planta. A infusdo das folhas
dessa espécie tem sido relatada para o uso contra febres, resfriados e também
como analgésica contra dores de cabega (ZOGHBI et al., 2009). No entanto, essas
propriedades ndo podem ser atribuidas exclusivamente aos compostos
quantificados por esse método uma vez que a espécie possui outras classes como
os organossulforados, na sua composi¢gao quimica.

Além disso, como se pode observar no cromatograma da figura 24, outros
compostos, além dos de abrangéncia nesse estudo, foram detectados na fragéo
acetato sendo necessario um estudo com outras classes de compostos para a
melhor compreensdo da composi¢ao quimica da espécie Mansoa alliacea. Por ora,
os compostos Acido Ferulico, Acido p — coumarico e Resveratrol foram quantificados

e os valores sdo mostrados na tabela 9.

Tabela 9: Compostos fendlicos quantificados nas fragdes da espécie Mansoa alliacea.

Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infuséo Fracao Fracdo Acetato Fracao
Etandlica Butanolica
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Acido p - coumarico 0,679 nd 0,0324 nd
Acido Ferulico 1,302 nd 0,023 nd
Resveratrol nd nd 0,019 nd

*nd = n3o detectado pelo método.

As espécies do género Bauhinia sao utilizadas como remédio na medicina
popular em varias regides do mundo, incluindo Africa, Asia e América Central e do
Sul. No Brasil, as plantas desse género sao utilizadas em forma de chas e outras
preparacdes fitoterapicas para o tratamento de varias enfermidades como,
infecgdes, processos dolorosos e diabetes (SILVA et al., 2002).

Em algumas espécies ja foram identificados alguns dos compostos de
abrangéncia desse estudo como, rutina e quercetina, sendo o efeito hipoglicemiante
das espécies relacionados, pelo menos parcialmente, a presenga desses compostos
(FILHO et al., 1995; SILVA et al., 2002). As espécies brasileiras Bauhinia variegata e
Bauhinia var alboflava sao utilizadas popularmente por apresentarem as
propriedades acima citadas, no entanto ndo possuem um acervo de informacoes
quanto a presenca de acidos fendlicos e flavondides quando comparada a outras
espécies desse género.

Através da caracterizagdo dos extratos da espécie Bauhinia variegata foi
possivel identificar e quantificar os compostos Acido Galico, Catequina, Acido
Clorogénico, Acido Cafeico, Acido Ferulico, Acido p—coumarico, Rutina e
Quercetina. O cromatograma da figuras 25 ilustra o perfil cromatogréafico da fragao

acetato de etila na concentracao de 0,3%.
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Figura 25: Identificagdo dos compostos Acido Galico (1), Catequina (2), Acido Clorogénico (3), Acido
Cafeico (4), Acido p — coumérico (5), e Quercetina (12) no extrato acetato (0,3%) da espécie Bauhinia

variegata pelo método cromatografico HPLC — PAD.

Como se pode observar na figura 25, o composto Quercetina foi identificado e
quantificado apenas na fracao acetato. Tendo em vista que se trata de um composto
apolar, quando comparado aos outros compostos em estudo, é esperado obter
maiores teores na fragdo mais apolar. A quantificagdo dos compostos fendlicos na
espécia Bauhinia variegata é mostrada na tabela 10.

Tabela 10: Compostos fendlicos quantificados nas fracdes da espécie Bauhinia variegata.

Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infusdo Fracéo Fragédo Acetato Fragéo
Etandlica Butandlica
Acido Galico nd nd 0,087 0,080
Catequina nd nd 0,065 nd
Acido Clorogénico nd 0,136 0,295 nd
Acido Cafeico nd nd 0,358 0,037
Acido p - coumérico nd nd 0,167 0,013
Acido Ferulico 0,776 nd nd 0,012
Rutina 0,520 nd nd nd
Quercetina nd nd 0,570 nd

*nd = n3o detectado pelo método.
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Os compostos quantificados na infusdao das folhas da espécie Bauhinia
variegata representam aproximadamente 0,13% (m/m) (1,296 g.Kg' de planta) da
massa bruta da planta da mesma forma a fracdo acetato de etila (1,542 g.Kg™ de
planta) representa aproximadamente 0,15% (m/m). No entanto, quando pensamos
em termos de extrato concentrado, a fracdo acetato apresenta 20 g.Kg~' de
compostos fendlicos no extrato, ou seja, aproximadamente 15 vezes mais
compostos antioxidantes quando comparado a planta enquanto matéria bruta.Dessa
forma, a fracdo acetato dessa espécie representa uma possivel ferramenta de
estudo para a industria farmacéutica no que se diz respeito ao tratamento da
diabetes, uma vez que esses compostos foram relacionados com os efeitos
hipoglicemiantes de outras espécies do género Bauhinia.

Da mesma forma, a espécie Bauhinia variegata var alboflava foi caracterizada
pelo método cromatografico desenvolvido e demonstrou a presenga dos compostos
Acido Clorogénico, Acido Cafeico, Rutina e Quercitrina. Diferentemente da espécie
Bauhinia variegata, na fragcdo acetato da Bauhinia alboflava foi possivel identificar
apenas o composto Quercitrina e em baixa concentragéo. A figura 26 mostra o perfil

cromatografico da infusdo na concentragéo de 0,5% dessa espécie.

0,4 5

Infusdo 0,5 % Branco
----- Adic&o do padréo 10 mg L™

Corrente (pA)

Tempo de Retengao (min)

Figura 26: Identificacdo do composto Rutina (9) na infuséo (0,5%) da espécie Bauhinia variegata var

alboflava pelo método cromatografico HPLC — PAD.
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Espécies pertencentes ao mesmo género ndo necessariamente apresentam
0os mesmos compostos na sua constituicdo. Dessa forma, a espécie Bauhinia
alboflava possui um menor teor de compostos fendlicos quando comparada a
espécie Bauhinia variegata, no entanto nao significa que essa espécie possua um
menor potencial farmacolégico uma vez que outras classes de compostos podem
estar presentes nos extratos dessa espécie.

Os compostos quantificados sao listados na tabela 11.

Tabela 11: Compostos fendlicos quantificados nas fragbes da espécie Bauhinia variegata var

alboflava.
Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infuséo Fracao Fracdo Acetato Fracao
Etandlica Butanolica
Acido Clorogénico nd nd nd 0,150
Acido Cafeico nd 0,224 nd 0,142
Rutina 1,059 nd nd nd
Quercitrina nd 0,232 0,057 nd

*nd = n3o detectado pelo método.

O composto Rutina foi quantificado apenas na infusdo das folhas dessa
espécie e foi responsavel por 56,8 % do teor total de compostos quantificados na
planta pelo método proposto. Além disso, se 100 mL da infusdo das folhas dessa
planta na concentragéo de 10% forem consumidos, 10,6 mg de rutina possivelmente
serao fornecidos ou seja, o cha das folhas dessa espécie possivelmente apresentara
alguma das propriedades relacionadas a atividade antioxidante dos compostos
fendlicos.

As plantas do género Cecropia sdo mais conhecidas na literatura e possuem
mais informagdes no que diz respeito a constituicdo quimica dos extratos de
algumas espécies. No entanto, as espécies Cecropia palmata e Cecropia obtusa
apesar de serem amplamente consumidas na Amazénia para os mais diversos fins
terapéuticos, ndo apresentaram, até o devido momento, uma caracterizagdo dos

seus extratos quanto a presenca de acidos fendlicos e flavonodides.
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Com a aplicacdo do método de HPLC — PAD desenvolvido foi possivel
identificar e quantificar diversos compostos nos extratos das espécies C.palmata e
C.obtusa dentre eles acidos fendlicos, catequina e flavondides como rutina,
resveratrol e quercetina.

O cromatograma da figura 27 apresenta o perfil cromatografico obtido para o

extrato acetato de etila na concentracao de 0,3% da espécie Cecropia palmata.

—— Extrato acetato 0,5 % Branco
----- Adic&o do padrao 10 mg L™

Corrente (pA)

ll|l|lllll|l|l|l|l|l|l|l|l|l|l|l|l|l|.l|
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tempo de Retencao (min)

Figura 27: Identificagdo dos compostos Acido p — coumarico (5) e Resveratrol (7) no extrato acetato

(0,3%) da espécie Cecropia palmata pelo método cromatografico HPLC — PAD.

Foi possivel identificar e quantificar compostos fendlicos em todas as fragdes
da espécie contudo, a infusdo foi o método que conseguiu extrair mais compostos
antioxidantes das folhas da planta. Além disso, em relagdo a planta total, a infusao
extraiu o maior teor quantificado de componentes fendlicos (2,708 g.Kg™), conforme

observa-se na tabela 12.

Tabela 12: Compostos fendlicos quantificados nas fragdes da espécie Cecropia palmata.

Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infuséo Fracao Fracdo Acetato Fracao
Etandlica Butanolica

84



85

Catequina 0,002 nd nd nd
Acido Clorogénico 1,752 0,100 nd 0,768
Acido Cafeico 0,184 0,143 nd 0,431

Acido p - coumérico 0,031 nd 0,012 nd

Acido Ferulico 0,739 nd nd nd
Resveratrol nd nd 0,005 0,101
Rutina nd 0,355 nd 0,625

*nd = n3o detectado pelo método.

A presenga de acido clorogénico em espécies do género Cecropia tem sido
relatada na literatura e os teores compreendem valores em torno de 0,2 g.Kg”' nos
extratos aquosos dessas espécies (TOLEDO et al, 2008). No entanto, o extrato
aquoso da espécie Cecropia palmata demonstrou teores maiores quando
comparada as outras espécies do mesmo género (1,752 g.Kg™). A fracdo butandlica
também apresentou esse composto sendo que em termos de extrato concentrado o
teor quantificado compreende em 2,877 g.Kg™' de acido clorogénico no extrato.

Da mesma forma, a espécie Cecropia obtusa também demonstrou a presenca
de acido clorogénico sendo este composto o unico quantificado nas infusdes dessa
espeécie pelo método cromatografico desenvolvido. O cromatograma da figura 28
ilustra o screening da fragao acetato dessa espécie.
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Figura 28: Identificacdo de Acido p-coumarico (5) no extrato acetato (0,3%) da espécie Cecropia

obtusa pelo método cromatografico HPLC — PAD.

Nao foi possivel identificar nenhum dos compostos em estudo na fracao
butandlica da espécie Cecropia obtusa. Além disso, o Acido Clorogénico demonstrou
ser o composto majoritario dentre as fragées estudadas dessa espécie.

A tabela 13 apresenta os compostos fendlicos quantificados na espécie

Cecropia obtusa.

Tabela 13: Compostos fendlicos quantificados nas fra¢cdes da espécie Cecropia obtusa.

Compostos Teor em g.kg™ de
quantificados planta
Infuséo Fracao Fracdo Acetato Fracao
Etandlica Butandlica
Acido Clorogénico 1,285 nd nd nd
Acido p - coumarico nd nd 0,023 nd
Resveratrol nd 0,110 nd nd

*nd = n3o detectado pelo método.

As plantas medicinais da Amazénia, no ambito desse trabalho, apresentaram

um ou mais compostos fendlicos compreendendo acidos fendlicos e flavondides na
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constituicdo quimica de seus extratos. Os compostos fendlicos quantificados nas
plantas medicinais em estudo sao conhecidos por diversas propriedades
farmacoldgicas sendo essas, associadas a atividade antioxidante desses
compostos. Dessa forma, a avaliacdo da atividade antioxidante dessas espécies
frente a espécies radicalares derivadas de oxigénio também foi efetuada para a

possivel comprovacao das propriedades atribuidas a essas plantas.

4.3 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro das espécies de plantas

medicinais frente as espécies reativas de oxigénio

Em um primeiro momento, as espécies de plantas foram submetidas ao
método de sequestro do radical DPPH. Esse método é bastante utilizado na
literatura para mensurar a atividade antioxidante de plantas medicinais
(KRISHNAIAH et al., 2011). Dentre as espécies estudadas, todas apresentaram
atividade antioxidante frente ao radical DPPH uma vez que se trata de um radical
sintético e relativamente estavel diferentemente das espécies reativas de oxigénio
que sao espécies produzidas no organismo e que podem causar efeitos danosos.
Sendo assim, era esperado que os extratos das plantas demonstrassem alguma
atividade antioxidante frente a esse radical.

As infusbes das plantas na concentracdo de 10% variaram a atividade
antioxidante entre 97,49 £4,86 % a 41,48 + 2,17 % sendo a maior atividade atribuida
a espécie Cecropia palmata e a menor atividade a espécie Bauhinia variegata var
alboflava. Além disso, a infusdo da espécie Cecropia palmata apresentou o maior
numero de compostos fendlicos identificados pelo método de HPLC — PAD, podendo
essa atividade estar associado ao efeito combinado dessas espécies para
sequestrar o radical DPPH.

Ademais, a atividade antioxidante da infusdo da espécie Cecropia palmata
pode ser atribuida também aos teores de acido clorogénico, uma vez que a espécie
Cecropia obtusa também apresentou esse composto na infusdo e foi responsavel
pela segunda maior atividade antioxidante in vitro observada (70,89 %). Nao
obstante, o acido clorogénico demonstrou ser o principal responsavel pela atividade
antioxidante in vitro frente ao radical DPPH para espécies de plantas chinesas as

quais apresentam esse composto como componente majoritario (LAN, 2007).
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Dentre as fragbes das seis plantas em estudo, todas apresentaram uma boa
atividade antioxidante in vitro frente ao radical DPPH e os valores calculados
variaram de 99,41 £ 0,16 % a 35,24 + 4,86 % para as fracbes etandlicas das
espécies B.variegata e C.perrotettii, respectivamente. O grafico de barras da figura
29 ilustra uma visao geral da atividade antiradicalar das espécies frente ao radical
DPPH.

120 - W Infuséo B Extrato Butanol # Extrato Etanal A Extrato Acetato

R R R R R

Atividade antioxidante frente ao radical DPPH (%)

Ceaecropla obtusa  Cecropla palmala Bauhinia Bauhina Mansoa alliacea Connarus
variegala variggata perroftefiii var
afhoflava angustifolivg

Espécies de plantas medicinais

Figura 29: Atividade antioxidante in vitro das espécies de plantas medicinais frente ao radical DPPH.

Frente as espécies reativas de oxigénio, as plantas ndo apresentaram a
mesma atividade uma vez que os radicais hidroxil, peroxil e superoxido apresentam
reatividades e potenciais de redugéo distintos entre si, o que torna a reacao com os
compostos antioxidantes bastante relativa tendo em vista que também depende das
caracteristicas reacionais dos compostos. Além disso, os extratos das plantas
medicinais sdo complexos e podem envolver efeitos de sinergismo e antagonismo
dos componentes fendlicos em estudo com outras classes de compostos.

As infusdes das plantas medicinais na concentracido de 10% apresentaram
atividade antioxidante in vitro frente a todas as espécies reativas de oxigénio

conforme mostrado na tabela 14.
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Tabela 14: Atividade antioxidante das infusdes plantas medicinais na concentracdo de 10% frente as
ERO.

Atividade
Plantas Medicinais Antioxidante (%)
Radical Superéxido Radical Radical
Hidroxil Peroxil

Cecropia obtusa 29,79 £ 0,66 88,23 £ 2,62 54,96 £ 9,74
Cecropia palmata 58,27 + 3,64 66,67 + 5,62 28,55+ 1,97
Bauhinia variegata var
alboflava 62,46 + 2,65 90,57 + 4,87 86,06 + 1,42
Bauhinia variegata 69,87 £ 2,32 34,21+2,16 46,36 + 9,67
Mansoa alliacea 56,94 £ 1,83 85,68 £ 5,39 25,82+3,73
Connarus perrottettii
var angustifolius 76,50 £ 0,46 84,70 £ 1,30 35,09 + 1,02

A espécie C.perrotettii apresentou a maior atividade antioxidante in vitro
calculada (76,50 + 0,46 %) frente ao radical superéxido podendo essa atividade
antioxidante estar relacionada ao teor de Acido Galico e Catequina quantificados
pelo método HPLC — PAD na infusdo dessa espécie. Tendo em vista que o radical
superoxido € a espécie mais polar dentre os radicais em estudo, a atividade
antioxidante dessa planta pode estar associada a polaridade dos compostos
presentes na infusdo, o que poderia favorecer o mecanismo reacional com o radical
quando comparado as infusdes das outras espécies que apresentaram compostos
menos polares na sua constituigdo quimica.

Na avaliagdo da atividade antiradicalar contra o radical hidroxil, a espécie
Bauhinia variegata var alboflava apresentou a maior atividade antioxidante in vitro
calculada (90,57 + 4,87). Essa atividade antioxidante pode estar relacionada a
presenca do flavondide rutina quantificado na concentragdo de 1,056 g.Kg”' da
planta sendo esse composto responsavel por 56,8 % do teor total de compostos
quantificados nessa espécie. Estudos com o padrao de rutina demonstram que esse
composto possui a maior atividade antioxidante frente ao radical hidroxil gerado pela
fotélise do perdxido de hidrogénio, quando comparado a outros compostos como,
Acido Cafeico, Quercetina, Acido Ferulico e Resveratrol (CARVALHO et al., 2013

(b)).
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No entanto, a espécie Bauhinia variegata apresentou a menor atividade
antioxidante (34,21 + 2,16) mesmo possuindo rutina na sua constituigdo. Isso pode
ser explicado por um possivel efeito antagdnico junto a Rutina dos compostos Acido
Cafeico e Acido Ferulico presentes na infusdo da Bauhinia variegata ou também a
presenca de outras classes de compostos desconhecidos pelo presente trabalho.

Da mesma forma, a infusdo da espécie Bauhinia alboflava apresentou a maior
atividade antioxidante frente ao radical peroxil (86,06 + 1,42).

As fracbes das plantas medicinais foram avaliadas da mesma forma que as
infusbes sendo que, frente ao radical superdxido a fracdo acetato da espécie
Mansoa alliacea demonstrou a maior atividade antioxidante in vitro (70,85 + 4,06 %)
seguida da fragdo acetato da espécie Bauhinia variegata var alboflava (65,57 +

7,05%) conforme demonstra o grafico de barras da figura 30.
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Figura 30: Atividade antioxidante in vitro das fragcbes das espécies de plantas medicinais frente ao

radical superoxido.

Apesar dos extratos dessas espécies possuirem uma alta atividade
antioxidante frente ao radical superdxido, demonstraram baixas concentragdes dos
compostos fendlicos quantificados pelo método HPLC — PAD. Dessa forma, a
atividade antioxidante dessas fracdes pode estar associada a combinacdo dos

compostos identificados com outras classes que podem vir a estarem presentes.
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Além disso, a espécie Mansoa alliacea possui compostos organossulforados na sua
constituicdo o que também pode vir contribuir para a maior atividade antioxidante
dessa espécie frente a esse radical.

Na avaliagdo da atividade antioxidante frente ao radical peroxil, as maiores
atividades antioxidantes in vitro foram observadas nas fragdes acetato das espécies
Cecropia palmata e Connarus perrotettii (95,33 £+ 0,95 % e 92,07 £ 0,36 %,
respectivamente).
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Figura 31: Atividade antioxidante in vitro das fragcbes das espécies de plantas medicinais frente ao

radical peroxil.

Como pode se observar na figura 31, as fragées acetato de todas as espécies
em estudo apresentaram maiores atividades antioxidantes frente as outras fragdes.
Possivelmente, por se tratar de um radical menos polar, os compostos menos
polares extraidos pela fragdo acetato foram favorecidos na reagcdo com o radical
peroxil.

Além disso, essa atividade antioxidante pode ser atribuida também aos
compostos fendlicos identificados e quantificados pelo método HPLC — PAD uma
vez que as fracbes acetato de todas as espécies de plantas medicinais
apresentaram pelo menos um dos compostos em estudo. Ainda, esses compostos
podem sofrer efeitos de sinergismo com outras classes também presentes nessas

fragdes fornecendo uma maior atividade antioxidante frente a esse radical.
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Ja a atividade antioxidante frente ao radical hidroxil foi avaliada através de
dois ensaios com diferentes substratos oxidaveis pelo radical. Uma vez que esse
radical é o mais lesivo ao organismo e nao existe um sistema antioxidante endégeno
para combaté-lo, torna-se interessante buscar fontes naturais que possam
sequestra-lo.

A figura 32 apresenta o grafico em barras para a atividade antioxidante das

espécies frente ao radica hidroxil pelo método da deoxirribose.
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Figura 32: Atividade antioxidante in vitro das fragcbes das espécies de plantas medicinais frente ao

radical hidroxil.

Todas as fragdes das espécies de plantas medicinais da Amazbnia
apresentaram atividade antioxidante in vitro frente ao radical hidroxil.

Como se pode observar para a espécie Cecropia obtusa a fracao acetato
apresentou atividade antioxidante maior (98,19 + 5,93) quando comparada as outras
fracbes da mesma espécie e também em comparacao as outras plantas em estudo.
Tendo em vista os compostos fendlicos quantificados nas fragdes etanol, butanol e
acetato dessa espécie, a ultima apresentou cerca de 70 % dos compostos totais
quantificados pelo método HPLC — DAD. Isso pode estar associado a maior
atividade antioxidante observada em relacao as fragbes etandlicas e butandlicas da
Cecropia obtusa.
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No entanto, o radical hidroxil € extremamente reativo e devido ao tempo de
meia vida muito pequeno é dificil de ser sequestrado até mesmo in vitro, dessa
forma nao se pode pontuar a atividade antioxidante das fracbes a presenca de
apenas um ou dois compostos antioxidantes. A concentracao, estrutura molecular e
a complexidade do extrato devem ser levadas em consideragao.

Utilizando a formag¢do de monocamadas auto-organizadas adsorvidas sobre a
superficie de um eletrodo de ouro foi possivel observar a inibicdo do dano oxidativo
causado pelo radical hidroxil a monocamada pelas infusdes das plantas em estudo.

O método foi realizado em trés diferentes concentra¢cdes dos extratos a fim
de observar o comportamento da atividade antioxidante das espécies com o
aumento da concentragcdo. Além disso, essa metodologia, assim como algumas ja
estudadas nesse trabalho, avaliou a atividade antioxidante dos extratos de forma
indireta e n&o possibilitou a avaliagado das fragbes com solventes organicos devido a
alta adsorcao causada na superficie do eletrodo dificultando as medidas da corrente.

A monocamada de enxofre adsorvida a superficie do eletrodo possui uma
cauda lipofilica a qual sofre o ataque dos radicais hidroxila formados pela reagao de
Fenton. Esse dano causado a monocamada mimetiza o ataque dos radicais hidroxil
a membrana fosfolipidica das células. Uma vez que os antioxidantes presentes nos
extratos das plantas medicinais sejam capazes de minimizar o dano causado pelos
radicais a membrana, essas plantas tornam-se uma fonte importante para estudos in
vivo.

Inicialmente fez-se a leitura do complexo de ruténio sem a imobilizacdo da
monocamada a superficie do eletrodo conforme mostrado na figura 33 (a). Apos o
periodo de exposicdo do eletrodo a solucdo de hexanotiol 20% em etanol foi
possivel observar a auséncia do sinal eletroquimico do complexo de ruténio (figura
33 (b)). Quando radicais hidroxilas foram gerados no meio sem a presenga de
espécies antioxidantes, ocorreu a degradagdo da monocamada e a superficie do
eletrodo foi regenerada fornecendo novamente o sinal eletroquimico do complexo
(figura 33 (c)).

A imobilizacdo da monocamada de hexanotiol na superficie do eletrodo fez
com que a solugao estivesse em contato com a parte apolar da molécula. Na
presenca do extrato aquoso das plantas medicinais o dano oxidativo a monocamada
foi minimizado devido ao sequestro dos radicais hidroxila pelos compostos

antioxidantes presentes nos extratos, portanto uma menor corrente do complexo de
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ruténio foi observada uma vez que a monocamada sofreu um menor dano (figura
33(d)).
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Figura 33: Voltamograma ciclico do complexo de Ruténio obtido através da varredura de potenciais
na faixa de -0,6 a +0,4 V. Velocidade de varredura: 500 mV.s". Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl.
Contra eletrodo: Platina. (A) Antes do eletrodo ser recoberto; (B) Eletrodo recoberto com a
monocamada - Auséncia do sinal eletroquimico; (C) Regeneragao do sinal eletroquimico do complexo
de Ruténio apds ataque radicalar; (D) Inibigdo do dano causado a monocamada pelo extrato de

Cecropia obtusa na concentragédo de 0, 5 g.L'1.

A corrente do complexo de ruténio € menor quando a espécie de planta esta
presente, portanto a diferengca da corrente na presenga e na auséncia do extrato
forneceu a atividade antioxidante das espécies. A tabela 15 ilustra as atividades
antioxidantes encontradas para as infusbes de cada uma das espécies nas
diferentes concentragdes sendo a Connarus perrotettii var angustifolius a espécie
que proporcionou a maior atividade antioxidante na concentracdo de 1,0 g.L”
(94,02%).

Tabela 15: Atividade antioxidante das infusdes das plantas medicinais frente ao radical hidroxil

utilizando uma monocamada auto-organizada adsorvida no eletrodo de ouro.
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Espécie de Planta Concentragao AA%
(a.L”)

Cecropia palmata 0,2 5,08
0,5 46,79
1,0 70,70
Cecropia obtusa 0,2 39,47
0,5 52,32
1,0 68,64

Mansoa alliacea 0,2 9,76
0,5 66,89
1,0 89,06
Bauhinia variegata 0,2 19,28
0,5 27,85
1,0 30,28
Bauhinia variegata var 0,2 21,43
alboflava 0,5 38,50
1,0 67,18
Connarus perrotettii var 0,2 -11,45
angustifolius 0,5 45,95
1,0 94,02

A infusdo dessa espécie apresentou o maior teor de compostos fendlicos
quantificados (5,84 g.Kg') em relacdo as infusdes das outras plantas medicinais.
Dessa forma, a alta minimizagdo do dano oxidativo ocasionada pela espécie
C.perrotetti pode estar associada a alta concentracdo de compostos fendlicos
antioxidantes presente em 1 grama das cascas dessa planta.

Da mesma forma, na concentragdo de 0,2 gL' a mesma espécie
proporcionou uma atividade prooxidante, ou seja, 0 dano ocasionado pelos radicais
hidroxil a membrana foi aumentado quando os compostos antioxidantes da planta
estavam em uma baixa concentragao.

A espécie B. alboflava apresentou a menor atividade antioxidante frente ao
radical hidroxil na concentragéo de 1 g.L™' de infusdo. Em coeréncia, foi a espécie
que apresentou o menor teor de compostos fendlicos quantificados pelo método

HPLC — PAD (1,059 g.Kg™") nas infusées das plantas medicinais em estudo.
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Além disso, foi possivel observar que com o aumento da concentracdo da
infusdo das plantas uma maior atividade antioxidante frente aos radicais hidroxilas
foi observada uma vez que mais compostos antioxidantes estavam presentes para

evitar o dano oxidativo dos radicais a monocamada auto-organizada de enxofre.
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5 CONCLUSAO

Os compostos fendlicos, principalmente os acidos fendlicos e flavondides, séao
conhecidos pela suas propriedades antioxidantes e por estarem amplamente
presentes no reino vegetal. Dessa forma, o presente trabalho apresentou um método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector pulso
amperométrico para a identificacdo e quantificacdo dos compostos Acido Galico,
Catequina, Acido Clorogénco, Acido Cafeico, Acido p — coumarico, Acido Ferulico,
Resveratrol, 4 — hidroxicumarina, Rutina, Miricetina, Quercitrina e Quercetina em
espécies de plantas medicinais.

A fase movel desenvolvida permitiu a separagdo dos 12 compostos em
estudo através de uma eluigao isocratica constituida de Metanol 30%, fosfato de
sédio 50 mmol.L™", B — Ciclodextrina 1 mmol.L™", pH 2,00 e fluxo de 1 mL.min™". Além
disso, o uso do aditivo B - Ciclodextrina permitiu uma maior resolugdo do
cromatograma e um tempo de analise de 70 minutos. A separagao cromatografica
foi otimizada sob temperatura de 25 °C e utilizando a aplicacdo de + 0,7 V de
potencial no eletrodo de trabalho para a deteccao.

A metodologia analitica foi validada e mostrou-se seletiva e robusta para a
analise dos compostos fendlicos em estudo. O método apresentou baixos limites de
detecgdo e quantificagdo tornando-se uma alternativa sensivel para a analise de
acidos fendlicos e flavondides em plantas medicinais quando comparado a métodos
que utilizam arranjo de diodos como detector. Além do mais, os resultados de
precisdo e exatiddao do método ficaram dentro do previsto pela ANVISA para ensaios
analiticos e permitiram a caracterizacado dos extratos das plantas medicinais.

Os extratos das espécies Connarus perrotettii var angustifolius, Mansoa
alliacea, Cecropia palmata, Cecropia obtusa, Bauhinia variegata e Bauhinia alboflava
foram caracterizadas pelo método HPLC — PAD desenvolvido. Todos os extratos
demonstraram a presenca de pelo menos um dos compostos fendlicos em estudo
com excecao das fragcbes etandlica e butandlica da espécie Mansoa alliacea e da
fracdo butandlica da espécie Cecropia obtusa que nao apresentaram nenhum dos
12 compostos.

Além disso, a maceracao a frio da matéria seca das plantas com posterior

fracionamento com solvente organico concentrou em até 13 vezes mais o teor de
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compostos fendlicos quando comparado a massa bruta de planta medicinal, como o
observado para a espécie Bauhinia variegata. Dessa forma, o extrato concentrado
dessas espécies pode se tornar uma fonte de compostos bioativos a industria
farmacéutica no que se diz respeito a busca de produtos naturais para fins
terapéuticos e medicamentosos.

Todas as seis espécies de plantas estudadas nesse trabalho apresentaram
alguma atividade antioxidante frente as metodologias in vitro que foram aplicadas.
Essa atividade antioxidante observada para as espécies de plantas medicinais pode
estar associada em partes aos teores de acidos fendlicos e flavondides
quantificados nos extratos. Além disso, o fato de uma espécie possuir maior ou
menor atividade antioxidante frente a um radical n&o significa necessariamente que
esse resultado se mantera frente a outros radicais, pois isso depende do meio
reacional em que o extrato esta exposto, do radical que esta sendo gerado e dos
efeitos de sinergismo e antagonismo de outras classes presentes nos extratos. Uma
vez que a producdo excessiva de radicais livres esteja associada ao envelhecimento
e o desenvolvimento de doengas degenerativas, o uso de plantas medicinais pode
vir a ser uma prevengao natural ao longo do ciclo da vida, tendo em vista que o dano
oxidativo &€ acumulativo no organismo.

Ainda assim, o estudo da atividade antioxidante in vitro dessas espécies
aliada a caracterizagdo quimica dos seus extratos compreende uma importante
chave para possiveis estudos in vivo. Ademais, os compostos identificados e
quantificados nos extratos dessas espécies apresentam propriedades
farmacolégicas comprovadas e podem estar associados ao uso popular dessas

plantas medicinais.
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