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O presente trabalho visa ao desenvolvimento de novas metodologias para a determinagao da
capacidade antioxidante in vitro e in vivo contra radicais peroxila e hidroxila em amostras de 5 plantas
medicinais (Matricaria chamomilla L., Psidium guajava, Achyrocline satureoides, Baccharis
genistelloides e Cymbopogon citratus) e sete compostos fendlicos (rutina, quercetina, resveratrol,
acido cafeico, acido ferulico, acido gélico e acido rosmarinico). A capacidade antioxidante das
amostras foi determinada por dois métodos independentes. No primeiro, testou-se uma nova forma
para a deteccéo de radicais hidroxila, usando-se um procedimento eletroquimico no qual os radicais
destroem uma monocamada auto-organizada de hexanotiol sob um eletrodo de ouro. Esta
monocamada consegue inibir o sinal eletroquimico de um par redox dissolvido, e, ao ser atacada por
radicais livres, estes a destroem, e a recuperagao do sinal eletroquimico do par redox se da de forma
proporcional a extensao de dissolugdo da monocamada. No segundo método, a determinagédo da
capacidade antioxidante contra radicais peroxila e hidroxila ocorre através da detecg¢do indireta
destes radicais por fluorimetria (ex/em: 485/520 nm), empregando diacetato de 2,7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) como substrato. O DCFH-DA, apos sofrer desacetilagdo, pode ser
oxidado por espécies reativas de oxigénio (ERO), gerando fluorescéncia. Os radicais peroxila foram
gerados através da termodegradacdo do reagente cloreto de 2,2’-azobis (2-metilamidinopropano)
(ABAP) a 37°C, enquanto os radicais hidroxila foram gerados pela reagéo de Fenton. Ensaios in vivo
foram avaliados utilizando-se hepatécitos do peixe zebra (Danio rerio), expostos aos extratos das
plantas P. guajava e C. citratus (melhor e pior desempenho in vitro, respectivamente). Os resultados
obtidos pelos métodos eletroquimico e fluorimétrico demonstram que é extremamente dificil classificar
as plantas de acordo com sua capacidade antioxidante, uma vez que o resultado obtido depende
fortemente da concentracdo e da composicdo quimica dos extratos, além do principio do método
analitico empregado. Entretanto, obteve-se uma boa correlagdo entre os ensaios in vitro e in vivo
feitos para os extratos das plantas P. guajava e C. citratus, ja que os resultados obtidos mostraram
uma redugdo da concentracdo de ERO intracelular em forma dose-dependete nos hepatdcitos
expostos a P. guajava, sem se observar efeito antioxidante no ensaio com C. citratus, a exemplo dos
ensaios in vitro realizados. O presente trabalho pretende chamar a atengao para esses diferentes
resultados obtidos, e compara os diferentes métodos levando em consideragao as diferengas
existentes entre as metodologias, assim como as diferengas existentes entre os radicais testados.
Além disso, discute-se a estabilidade, a reatividade e tempo de meia-vida destas espécies.

Palavras-chave: capacidade antioxidante; extratos de plantas medicinais; compostos
fendlicos, métodos eletroquimicos e fluorimétricos; testes in vitro x testes in vivo
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The present work reports the development of new methodologies to evaluate the in vitro and
in vivo antioxidant capacity against peroxyl and hydroxyl radicals in five medicinal plant samples
(Matricaria chamomilla L., Psidium guajava, Achyrocline satureoides, Baccharis genistelloides and
Cymbopogon citratus) and seven phenolic compounds (rutin, quercetin, resveratrol, gallic acid, ferulic
acid, caffeic acid and rosmarinic acid). The antioxidant capacity of the samples was analyzed by two
independent methods. In the first one, a new approach was used to detect hydroxyl radicals indirectly
using an electrochemical procedure, in which the radicals destroy a thiol self-assembled monolayer
(SAM) on a gold electrode. This monolayer can block the electrochemical signal of a dissolved redox
probe. When such an electrode with a SAM is exposed to free radicals, these radicals destroy the
SAM and the electrochemical signal of a redox probe recovers to a degree proportional to the extent
of dissolution of the SAM. In the second method, the evaluation of antioxidant capacity against peroxyl
and hydroxyl radicals is based on the indirect detection of these reactive oxygen species (ROS) by
fluorimetry (ex/em: 485/520 nm) employing 2’-7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) as a
fluorescent probe. After the deacetilation reaction of DCFH-DA, it can be oxidized by ROS to the
fluorescent compound DCF. The peroxyl radicals were produced at 37°C by thermal decomposition of
2,2’-azobis (2 methylpropianamidine) dihydrochloride (ABAP), while hydroxyl radicals were generated
by the Fenton reaction. In vivo assays were evaluated using zebrafish (Danio rerio) hepatocytes
exposed to P. guajava and C. citratus extracts (better and worst in vitro results, respectively). The
results obtained by the electrochemical and fluorimetric methods show that it is difficult to classify the
tested plants according to their antioxidant capacity, since the results depended strongly on the extract
concentration and composition as well as on the principle of the analytical method. However, there
was a good correlation between the in vitro and in vivo assays for P. guajava and C. citratus extracts,
since these results showed a reduction in the intracellular ROS concentration in the hepatocytes
exposed to P. guajava extract. Furthermore, no antioxidant effect was observed in the assay with C.
citrates extract, what is in agreement with the in vitro assays for this plant species. At last, the thesis
intended to proof and to highlight the discrepant results obtained by independent methods for the
same antioxidant species. Additionally, it aimed to compare the different methods according to the
differences among the experimental procedures by using different ROS. Furthermore, the stability,
reactivity and the half-life time of the free radicals are discussed.

Keywords: antioxidant capacity, plant extracts, phenolic compounds, electrochemical and
fluorimetric methods, in vitro x in vivo assays
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1 INTRODUCAO

Atualmente, ha um grande interesse no estudo de espécies antioxidantes,
principalmente devido a sua importancia no combate a espécies radicalares em
organismos vivos. No organismo, os radicais livres estdo envolvidos na produgao de
energia, fagocitose, regulagédo do crescimento celular e sintese de importantes
substancias biolégicas [BARREIROS, 2006; HALLIWELL, 2007]. Consequente-
mente, os radicais livres sdo produzidos naturalmente como produtos metabdlicos e,
em alguns casos, devido a disfun¢des bioldgicas. Problemas ambientais, infecgdes,
fumo, radiacao e luz solar também podem causar a formacgao de radicais livres. Uma
alta concentracao de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio (ERO) pode
ocasionar efeitos deletérios, como a peroxidacgéo lipidica, e a agressao a proteinas
de tecidos, membranas, enzimas, carboidratos e DNA. Esses efeitos estéo
relacionados a diversas doengas, como artrite, choque hemorragico, doencgas
cardiacas, catarata, disfungdes cognitivas, cancer e AIDS e podem ser a causa ou 0
fator agravante de uma doenca.

Os radicais livres s&o normalmente mantidos em balangco em sistemas
biolégicos por mecanismos de defesa antioxidantes. Durante o metabolismo
oxidativo normal, as ERO sao formadas em pequenas quantidades e podem ser
removidas por mecanismos de defesa naturais. O estresse oxidativo ocorre quando
ha mais ERO do que podem ser destruidas [VILLA, 1997; SCHEIBMEIR, 2005], o
que ocorre devido a agressdes ambientais, doengas ou ma nutricdo. Antioxidantes
sdo compostos conhecidos por reagir com radicais livres e ERO, inativando-os e
prevenindo contra a sua agao danosa as ceélulas [HALLIWELL, 2007].

Muitas substancias foram identificadas como antioxidantes. Compostos
fendlicos, um grupo de metabdlitos secundarios presentes em plantas, possuem
varias propriedades importantes, como anti-inflamatéria, antibacterial, antiviral,
antitumor e antioxidante [ANDERSEN, 2006].

Devido a grande importancia de radicais livres e antioxidantes, ha uma
consideravel demanda por técnicas para detectar e quantificar estes dois grupos de
compostos. Varias metodologias foram propostas para avaliar a capacidade

antioxidante de extratos de plantas através da sua interagcdo com radicais livres



estaveis (como o DPPH®), ou medindo-se a protegdo proporcionada pelo
antioxidante a uma molécula alvo que seja oxidada pelos radicais [SANCHEZ-
MORENO, 2002; HUANG, 2005]. Ensaios eletroquimicos de antioxidantes
desenvolvidos até agora sdo focados na determinagao eletroquimica de compostos
antioxidantes, nao analisando a agao antioxidante direta através de ERO.

Ja a determinacdo de polifendis em extratos de plantas tem sido realizada
principalmente por métodos de separagao [CAI, 2003] como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), a eletroforese capilar de zona (CZE) e a cromatografia
capilar electrocinética micelar (MEKC). No entanto, a otimizacdo e a aplicagao
destes métodos de separacdo para a determinagcdo simultanea dos polifendis em
diferentes extratos de plantas com potencial antioxidante tém sido relatadas na
literatura de forma ainda modesta. A capacidade antioxidante de extratos e de
polifendis puros € geralmente determinada pelos assim chamados “métodos
classicos”: Folin-Ciocalteu, TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter),
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
[HUANG, 2005].

Do ponto de vista fisiologico e toxicolégico, o interesse por compostos
fendlicos justifica-se pelo fato de estes apresentarem uma série de vantagens em
relacdo a outras drogas, principalmente em termos da auséncia de efeitos colaterais.
Nesse sentido, o interesse pela descoberta de novos antioxidantes de fontes
naturais tem aumentado, principalmente para prevenir a deterioracao fisiolégica de
organelas e, consequentemente, minimizar o efeito oxidativo provocado pelos
radicais livres [HALLIWELL, 2007].

Nesse contexto, esta tese visa abordar: (1) o estudo cinético do poder
antioxidante dos polifendis em extratos de plantas frente a sistemas radicalares
empregando métodos eletroquimicos; e (2) a comparagao dos estudos in vitro e in
vivo do poder antioxidante dos polifendis em extratos de plantas contra radicais

hidroxila e peroxila.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimica das espécies reativas de oxigénio (ERO)

O elemento oxigénio (simbolo quimico O) existe no ar na forma de moléculas
diatdmicas, O,, e também em quantidades-traco como ozénio, Oz. Exceto para
algumas espécies anaerdbicas e aerotolerantes, todos os organismos necessitam de
O, para uma producao eficiente de energia, usando cadeias transportadoras de
elétrons, que doam elétrons ao O,, como no caso das mitocondrias em células
eucarioticas e nas membranas celulares de varias bactérias. Estas cadeias
transportadoras de elétrons estdo presentes nas mitocéndrias e s&do a maior fonte de
adenosina trifosfato, ATP. Esta necessidade de O, obscurece o fato de que ele € um
gas toxico, mutagénico e inflamavel; organismos aerdbicos sobrevivem apenas por
possuirem defesas antioxidantes [HALLIWELL, 2007].

Cerca de 90% do O, consumido pelos animais € transformado nas
mitocdndrias. O principio da producédo de energia nas mitocondrias é que nutrientes
sao oxidados. Através de transformacbdes metabdlicas complexas, os nutrientes
perdem elétrons, que sdo carregados por carregadores de elétrons, como
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e flavinas (FMN, flavina
mononucleotideo e FAD, flavina dinucleotideo). Estas espécies reduzidas reagem
com O3 nas mitocéndrias, liberando grandes quantidades de ATP [STRYER, 1981].
Estes processos sao de alta complexidade: a energia é liberada gradualmente pela
passagem de elétrons de NADH para proteinas contendo ferro. Nesta etapa, Fe(lll)
e reduzido a Fe(ll) e reoxidado a Fe(lll) apos a passagem de elétrons a citocromos.
A citocromo oxidase remove um elétron de cada molécula de Fe(ll)-citocromo, e
gradualmente adiciona 4 elétrons ao O, 0 que leva a equagao [LEHNINGER, 1995;
HALLIWELL, 2007]:

0,+4H" +4e —— 2H,0



Uma vez que € impossivel adicionar os quatro elétrons de uma unica vez e
pelo fato de que intermediarios de oxigénio parcialmente reduzidos — também
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO) — podem ser danosas as células,
a citocromo oxidase possui um sistema bastante complexo que Ilhe permite manter-
se firmemente ligada a estas espécies até que sejam totalmente convertidas em
agua [HALLIWELL, 2007]. Entretanto, a maior parte dos processos biologicos e
metabdlicos lidam com ERO, desde que eles estejam normalmente associados ao
metabolismo do oxigénio e sejam produzidos em pequenas quantidades sob
condicdes fisiologicas [DROGE, 2002]. A cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais € um dos maiores produtores de ERO.

O termo “espécies reativas de oxigénio” inclui as espécies radicais livres
(como, por exemplo, os radicais superoxido, peroxila e hidroxila) e outras que,
embora ndo possuam elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia, sao
muito reativas em decorréncia de sua instabilidade (como o peréxido de hidrogénio e
peréxidos organicos) [RIBEIRO, 2005]. A falta de um elétron em sua camada mais
externa da a estas espécies uma configuragdo extremamente instavel, e radicais
reagem rapidamente com outras moléculas ou radicais a fim de atingir a
configuracdo estavel de 4 pares de elétrons na camada de valéncia. As ERO
constituem uma grande ameaga a saude em virtude de sua alta reatividade, através
da qual muitas biomoléculas importantes — como acidos nucleicos, proteinas e
lipidios — podem ser danificados ou desnaturados, resultando em danos ao DNA,
células, 6rgaos e tecidos. Estima-se que o DNA de cada célula de nosso corpo é
submetido a mais de 20 diferentes lesbes oxidativas diferentes por dia, muitas das
quais mutagénicas [FREI, 1994; GONZALEZ, 2008].

A fuga de elétrons da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial conduzira
a formacgao de HO’, dentre outras espécies. Estas ERO podem atacar acidos graxos
poli-insaturados presentes na membrana mitocondrial, desencadeando a formagéao
de radicais lipidicos. O HO® também pode atacar proteinas que contém ferro. Uma
vez liberado, o ferro pode reagir com substancias apropriadas para formar quelatos
e entao atacar os acidos graxos poli-insaturados presentes nas biomembranas. O
acoplamento da catalise de ferro com a transferéncia de elétrons € conhecido como
o fator principal na iniciacdo e propagagdo da peroxidagdo lipidica [GONZALEZ,
2008].



Apenas uma pequena parte do fluxo de elétrons mitocondrial total forma o
radical superéxido, que se decompde espontaneamente ou é catalisado pela enzima
superoxido dismutase (SOD), formando H,0, e oxigénio [DROGE, 2002]. O perdxido
de hidrogénio por si s6 é um forte oxidante que pode formar outras ERO. A redugéo
de H,O; a HO® é catalisada por metais de transi¢ao (M), especialmente Fe?* e Cu®,

como descrito no seguinte esquema [GONZALEZ, 2008]:

0, =25 H,0, — HO" 2)

O potencial danoso do H;0O, é reduzido naturalmente por proteinas que se
ligam ao ferro e cobre e enzimas (como as catalases e peroxidases), que
transformam o H,O, em espécies inofensivas, e com a ajuda dos assim chamados
antioxidantes, como as vitaminas C e E.

Liochev e Fridovich [LIOCHEV, 1994] descobriram que o radical hidroxila,
HO®, é formado in vivo pelas reagbes de Fenton e Haber-Weiss, e que o radical

superoxido, O, , aumenta a concentragéo de peroxido de hidrogénio e de ferro livre

pela liberacdo de clusters de dehidratases.

Estima-se que, no corpo humano, mais de 10 bilhdes de ERO sao produzidos
diariamente via reagbdes de auto-oxidagdo e metabdlicas, principalmente pelo
sistema de transferéncia de elétrons mitocondrial. O dano celular ou até mesmo a
morte celular pode ocorrer quando o potencial do sistema defensivo é excedido pela
concentragdo ERO, ou quando eles sao gerados proximos a locais onde as defesas
n&o s&o fortes o suficiente [GONZALEZ, 2008].

A consequéncia direta do ataque de ERO é o dano oxidativo a varias
biomoléculas, o que, combinado a idade, pode contribuir para o desenvolvimento de
inumeras doengas degenerativas, como arteriosclerose, diabetes, certos tipos de
cancer e lesoes inflamatorias, doengas autoimunes (AIDS, artrite reumatoide, etc.), e
doengas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer [FREI, 1994; WARIS,
2006; HALLIWELL, 2007].



2.1.1 Perdxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio, H,O,, € um liquido incolor em solugdo que é
completamente miscivel em &gua. E encontrado naturalmente em baixas
concentragbes em aguas de chuva, do mar, frutas, vegetais e leite materno. O H,0O,
também €& produzido como subproduto do metabolismo do oxigénio. Humanos,
outros mamiferos e plantas sintetizam H,O, intracelularmente e, sob enzimas
antioxidativas endogenas, controlam um componente essencial da resposta imune
contra micro-organismos infecciosos [STRYER, 1981; HALLIWELL, 2007].

O peroxido de hidrogénio é gerado in vivo pela dismutacdo do radical

superoxido, O,", espontaneamente ou catalisada pela enzima superoxido

dismutase (SOD). Ele é deliberadamente sintetizado por fagoécitos ativados e
diversas enzimas oxidases, como monoamina oxidase, urato oxidase, acyl-CoA
oxidase e L-gulonolactona oxidase, que catalisam a reducéo de 2 elétrons de O, a
H,0, [GONZALEZ, 2008]. Os papéis metabdlicos do H,O, tém sido extensivamente
estudados. O H,O, age como uma molécula sinalizadora: ele € implicado como fator
chave na morte celular programada e pode regular a expressao de certos genes que
estdo ligados a multiplicagéo viral nas células [HALLIWELL, 2007].

O H»O, é um agente oxidante forte. Entretanto, em termos quimicos, é pouco
reativo. Ele age como ambos, como um agente oxidante moderado ou um agente
redutor moderado. Ele pode coexistir com varias moléculas biolégicas sem, no
entanto, oxida-las mas em altas concentracbes ele pode ser toxico as células
[HALLIWELL, 2000]. Embora o H,O, seja moderadamente reativo, ele possui um
tempo de meia-vida relativamente longo, o que permite que ele se difunda para
longe de seus sitios de produgao [HALLIWELL, 2007].

Devido a seus efeitos citotoxicos in vivo, acreditava-se que ele fosse
rapidamente consumido por enzimas, como as catalases e peroxidases; entretanto,
o potencial citotéxico do H,O, ainda nao esta completamente claro. Alguns estudos

demonstram que, em altas concentragdes (> 50 uM), os danos causados pelo H20O,



dependeréao do tipo de célula, do tempo de exposig¢ao, da concentracdo de H,O,, do
meio de cultura empregado, etc. [HAMPTON, 1997; CLEMENT, 1998; HALLIWELL,
20071].

O peréxido de hidrogénio decompde-se em agua e gas oxigénio, de acordo

com a equacgao 3:

2H,0, —> 2H,0+0, (3)

Este processo ocorre espontaneamente, porém a velocidade de
decomposicado depende da temperatura e da concentragéo de H,O,. O valor do pH e
a presenca de impurezas, catalisadores e estabilizantes possuem também um
grande impacto na velocidade de decomposi¢ao do H,O,. A decomposigéo do H,O,
€ acelerada naturalmente por catalases e peroxidases. Virtualmente, todos os
organismos possuem estas enzimas, cuja funcdo principal € a remocgao de
subprodutos toxicos do metabolismo, e outra funcdo é a redugdao do estresse
oxidativo [HALLIWELL, 2007].

O poder oxidativo do H,O, €& maior que o de espécies como cloro e
permanganato de potassio (Tabela 1). Entretanto, o perigo real do H,O, decorre do
fato de ele poder ser convertido cataliticamente em radicais hidroxilas, cuja
reatividade € muito maior que a das espécies acima mencionadas, e € apenas
superado pelo flior [GONZALEZ, 2008].

A presenca de metais de transicdo acelera a decomposicdo de H,O.,
ocorrendo a sua conversao a HO®°. Varios autores propuseram diferentes
mecanismos para explicar este processo [HALLIWELL, 2007]. Evidéncias suportam
que este processo se da pela reacdo de Fenton, catalisando a conversao de
peréxido de hidrogénio [PUPPO, 1988]. Nas reagdes de Fenton e do tipo-Fenton,
metais de transigao (especialmente ferro e cobre) sdo usados para a formacéo de
HO®. O mecanismo ainda nao esta completamente claro, mas envolve a interagcéo
de Fe(ll) e H,O,, resultando no radical hidroxila, ion hidroxila e Fe(lll) (mais sobre
este assunto sera discutido posteriormente). Entretanto, a formacao de espécies
reativas adicionais, como complexos a base de ferro, ndo esta descartada, embora
ndo haja evidéncias experimentais destas espécies sendo quimicamente

caracterizadas em sistemas do tipo-Fenton.



Tabela 1: Potenciais-padrdo de agentes oxidantes fortes, valores de potencial a 25 °C, 1 atm aH;0" =
1 [GONZALEZ, 2008].

Oxidante Reacéo E vs EPH (V)
Flaor F, +2H" + 26 —= 2HF 3,053
Radical hidroxila OH® +H" +& &= H,0 2,700
Ozbnio 0, +2H" +26 == 0, +H,0 2,078
Radical hidroxila OH' +& —= OH" 2,020
Peroxido de H,0, + 2H* +2e° == 2H,0 1,776
hidrogénio
Permanganato de  \Mpno, +4H* + 3" == MnO, + 2H,0 1,679
potassio
Cloro ClL(g) + 26° == 2CI" 1,358
Oxigénio 0, +4H" +4e- == 2H,0 1,229

No nosso organismo, a quantidade de ferro livre e outros metais de transigcao
disponiveis para iniciar a reagao de Fenton € muito baixa. Uma overdose de ions de
ferro livre, contudo, pode causar sérios danos a varios tecidos do corpo. Sob
condigdes fisioldgicas normais, os metais estdo ligados em seguranga para o
transporte e armazenamento de proteinas, e o corpo € bem equipado com varios
mecanismos para neutraliza-los em caso de quebra de uma ligagdo metal-proteina.
Nao obstante, danos a sitios especificos podem ocorrer quando o ion metalico esta
ligado a uma molécula alvo, como, por exemplo, H,O,, iniciando uma reagdo em
cadeia radicalar nas proximidades do alvo. Varios autores demonstraram estes
danos especificos devido ao HO® [HALLIWELL, 2007]. No entanto, parece que a
dimensao deste dano é determinada mais pela disponibilidade e local do catalisador
metalico do que pela geragao excessiva de H,O..

O radical superéxido também esta envolvido no sistema Fenton, pois ele
serve como agente redutor (e reciclador) para Fe(lll), facilitando o dano causado por
H20.



2.1.2 Radicais livres

Radicais livres podem ser basicamente definidos como quaisquer espécies
capazes de existir independentemente de conter um ou mais elétrons
desemparelhados. Um elétron desemparelhado € um elétron que ocupa sozinho um
orbital atdmico ou molecular. A presenca de um ou mais elétrons desemparelhados
geralmente faz com que radicais livres sejam fracamente atraidos a um campo
magnético (isto é, sdo paramagnéticos), o que faz com que algumas vezes sejam
altamente reativos, ainda que a reatividade quimica dos radicais varie bastante.
Radicais sao formados pela perda de um unico elétron de uma espécie néo radicalar
[HALLIWELL, 2007]:

X-e& —— X** (céation radicalar) (4)

ou ganhando um elétron

Y +e° —— Y* (anion radicalar) (5)

Radicais também podem ser formados por fissdo homolitica, quando uma
ligacdo covalente € quebrada e cada elétron do par compartilhado permanece com

uma parte da molécula quebrada, como se mostra na Equagéao 6:

AB — A" +B° (6)

Rigorosamente falando, a molécula de oxigénio diatdmica pode ser também
definida como um radical livre, ja que ela possui dois elétrons desemparelhados.
Uma das reagdes mais importantes do oxigénio € a sua redugéo a agua, uma reagao
cujo potencial formal é de +0,815 V vs. EPH em pH 7. Embora esta reagédo seja
termodinamicamente favoravel, as redugdes de oxigénio envolvendo a troca de 4
elétrons sdo muito raras. A reducéo de oxigénio procede normalmente via etapas de
1 ou 2 elétrons e podem apenas ocorrer desde que uma primeira reagao de 1 elétron
tenha ocorrido [GONZALEZ, 2008].
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O oxigénio reage fracamente com outros radicais porque a transferéncia de
elétron ao oxigénio € restringida pelo principio de Pauli. Uma vez que 2 elétrons
desemparelhados estejam localizados em dois diferentes orbitais 7 e tenham spins
paralelos, o oxigénio estara limitado a aceitar um elétron de cada vez (alguns
catalisadores sdo capazes de quebrar esta restricio de spin). Estes fatores
determinam a reatividade quimica e bioquimica do oxigénio. Isso € algo crucial na
biologia porque o consumo de oxigénio € regulado por sua reatividade cinética. Com
isso, 0 oxigénio pode coexistir dentro da célula com varios agentes redutores, sem,
no entanto, reagir rapidamente com eles, o que previne as reagdes de oxigénio
randémicas que destruiiam um grande numero de componentes celulares
[HALLIWELL, 2007; GONZALEZ, 2008].

2.1.3 Oxigénio e seus derivados

O oxigénio também pode existir em mais formas reativas, isto €, duas formas

de oxigénio singlete, o radical superdxido e o ion peroxido. O radical superoéxido,

O,", é formado quando um unico elétron é adicionado a uma molécula de O,
(equagdo 7), e o ion peroxido, O,”, é formado pela adi¢cdo de 2 elétrons ao O,
(Equagdo 8). O 0, nao é um radical e é faciimente reduzido a duas moléculas de

oxido, 20%. A adigdo de 4 elétrons leva a formagdo de agua (Equagido 9)
[HALLIWELL, 2007].

0,+e — O,” (7)
0,+2e +2H" —— H,0, (8)
O,+4e +4H" —— 2H,0 (9)

O radical superoxido pertence as ERO. Este termo compreende ndo apenas
radicais de oxigénio, mas também alguns derivados de oxigénio nao-radicalares,
como H,0O,, HOCI e O3 [HALLIWELL, 2007]. A Tabela 2 mostra as assim chamadas
ERO.
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Tabela 2: Exemplos de ERO radicalares e ndo-radicalares (adaptado de HALLIWELL, 2007).

Radicais N&o radicais

Superoxido, O, Peroxido de hidrogénio, H,0,
Hidroxila, HO® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxila, ROO* Ozbnio, O,

Alcoxila, RO* Peroxidos orgéanicos, ROOH

Hidroperoxila, HO,*

Varios métodos tém sido usados e desenvolvidos na pesquisa de ERO.
Métodos envolvendo a medida de DNA e/ou danos a proteinas expostas a radicais
livres, ensaios para a determinacéo de perdxido de hidrogénio, radical superdxido e
oxigénio singlete, ressonancia de spin eletronico (ESR), spin trapping, radidlise de
pulso, método de degradagao de desoxirribose, entre outros, tém sido empregados
com o objetivo de clarificar o papel das ERO no estresse oxidativo e em outras
doencgas [HALLIWELL, 2007]. Na pratica, a unica técnica que consegue observar
radicais livres diretamente é a ESR. A ESR é uma técnica espectroscopica que
detecta elétrons desemparelhados e, assim, é especifica para radicais livres.

A maioria dos radicais livres em sistemas biolégicos é derivada do oxigénio
(ERO), mas os derivados de nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio, ERN)
também existem [OLMOS, 2007] e possuem um importante papel no estresse
oxidativo, que é definido como uma condicado de alta atividade pré-oxidante devido

aos radicais livres [FLOCCARI, 2005]. Os radicais livres mais reativos e danosos sao
o radical hidroxila, HO*, e o anion peroxinitrato, ONOO". A quimica e os efeitos das

espécies HO® e ROO® serdo discutidos nas proximas secgoes.

2.1.3.1 Radical hidroxila

O radical hidroxila, HO*, € uma das espécies conhecidas mais reativas. Os

primeiros estudos, conduzidos pela irradiacdo de solu¢gdes aquosas, demonstraram
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que, uma vez iniciada, a reacdo em cadeia de ERO pode proceder facilmente
atacando qualquer sitio de um alvo randémico. Em condigdes bioldgicas, todavia, ele
reage proximo a velocidade controlada por difusdo. Estima-se que o HO® tenha um
tempo de meia-vida de 10 segundo nas células (Tabela 3). O HO* pode ser gerado
por radiagao, como radidlise de pulso, que € usado para a geragdao homogénea de
espécies reativas derivadas da agua [GONZALEZ, 2008]. J4 que o componente
majoritario de células vivas é agua, a exposi¢cado a radiagcdo de alta energia, como
raios gama, resultara na produgdo de HO®. Outras fontes de HO® sdo as reagdes
catalisadas por metais na presenca de H,O,, a fissdo homolitica de H,O, induzida
por UV, o metabolismo do etanol, a decomposi¢ao de acido peroxinitroso, ozénio, a

reacdo de acido hipocloroso com O,*, lipofilizagédo, ultrassom, etc [HALLIWELL,

2007; JANIK, 2007].

Tabela 3: Tempos de meia-vida das principais ERO [RIBEIRO, 2005].

ERO Tempo de meia-vida (s)
Radical hidroxila 10

Radical alcoxila 10°®

Radical peroxila 7

Oxigénio singlete 10

As reagdes do HO® podem ser classificadas em trés tipos principais:
abstracao de hidrogénio, adigédo e transferéncia de elétrons. A Tabela 4 mostra uma
lista de constantes cinéticas de reagdes do HO®. Como pode ser observado, ele
reage extremamente rapido com quase todos os tipos de moléculas encontradas em
células vivas. As reacbes do HO® sao normalmente controladas por difusdo, pois

sao apenas limitadas pela velocidade com a qual o HO® alcanga a molécula alvo
[HALLIWELL, 2007].
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Tabela 4: Constantes cinéticas de segunda ordem para reagdes de HO® (adaptado de HALLIWELL,
2007).

Composto pH k(M'sT
Fe™ 2,1 3,5 x 10°
H,0, 7 4.5 % 107
EDTA - 2,8 x 10°

Hemoglobina - 3,6 x 10"
Histidina 6,7 3,0 x 10°
Glicose 7 1,0 x 10°

Acido ascérbico 1 7,2 x 10°

Acido citrico 1 3,0 x 107

Glutationa 1 8,8 x 10°

Catalase - 2,6 x 10"

2.1.3.2 Radical peroxila

O radical peroxila € um bom agente oxidante. Sua formagao € uma etapa
importante na peroxidagao lipidica (Figura 1), mas ele pode ser formado também em
sistemas nao lipidicos, como as proteinas. A decomposicdo de peréxidos pelo
aquecimento ou pela catalise de metais de transicdo pode gerar tanto o radical
peroxila quanto o radical alcoxila. Em laboratorio, o radical peroxila é gerado por
azo-iniciadores, que se decompdem sob aquecimento, e reagem rapidamente com
O, gerando ROO®. Os radicais peroxila gerados a partir de azo-iniciadores podem
induzir a peroxidagao lipidica e danificar proteinas. De fato, eles sdo comumente
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante, como no ensaio TRAP (segao
2.3.1.4) [HALLIWELL, 2007].
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Figura 1: Diagrama da peroxidagéo lipidica: a oxidagao dos lipidios ocorre em trés etapas: iniciagéao,
propagacéo e terminagcdo. Na etapa de iniciagdo, as ERO reagem com um substrato lipidico (LH)
formando radicais lipidicos (L'). Estes radicais s&o instaveis e reagem com o oxigénio formando
radicais peroxila lipidicos (LOO’). Estes também s3o instaveis e reagem com outra molécula lipidica,
produzindo radicais idénticos, o que propaga a reagdo. A reagdo termina quando dois radicais se
ligam, formando uma molécula estavel n&o radical [CUSTODIO, 2009].

2.1.4 Reagao de Fenton

No organismo humano, ha o potencial efeito danoso de metais “livres” ou
apropriadamente complexados, devido a sua habilidade em reagir com O, e H,Op,
catalisando a geragao de HO®. Ferro e cobre sdo os metais mais conhecidos para

catalisar a decomposi¢ao de H,O, [NEYENS, 2003], mas outros metais podem agir

de forma semelhante. Acredita-se que este processo ocorra da seguinte forma:
primeiro, O, reduz Fe®* a Fe?*, via formagdo de espécies perferril, que possuem
uma estrutura entre os complexos Fe(ll)-O, e Fe(lll)-O, mostrados na Equacéo 10.

Esta reacéo libera Fe?* e O,. Entdo segue-se a reacao de Fenton, como descrito na
Equacdo 11 [GONZALEZ, 2008].

Fe(lll) + 0, == [Fe(I)-0, == Fe(ll)-0,"] == Fe(ll) + O, (10)
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Fe* +H,0, —— Fe*" + HO" + HO® (11)

Uma vez que HO® tenha sido liberado, ele inicia o processo de peroxidagao
lipidica nas membranas pela retirada de atomos de hidrogénio de acidos graxos poli-

insaturados (Equacado 12) ou de outras reagdes em cadeia radicalares. Sabe-se
também que o radical hidroperoxil, HO,", pode iniciar a cadeia de peroxidag&o
lipidica (Equacao 13), entretanto, sob condigdes fisioldgicas, ha muito pouco desta

forma protonada de 0> (pK, ~ 4,8) [HALLIWELL, 2007].

lipidio-H + HO® —— lipidio® + H,O (12)

lipidio-H + HO,” —— lipidio® + H,O, (13)

Sob condi¢cbes aerdbicas, o radical lipidico reagira com oxigénio, gerando o
radical peroxila, que consegue retirar outros atomos de hidrogénio e propagar a
reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica [VILLA, 1997], como se mostra nas

Equacdes 14 e 15:

lipidio® + O, —— lipidio-O," (14)

lipidio-O," + lipidio-H —— lipidio-O,H + lipidio® (15)

Sob condigdes fisioldgicas, Fe?/Fe** pode adicionalmente reagir com
perdxidos de lipidios (lipidio-O,H ) para gerar radicais peroxila ( lipidio-O,") e alcoxila
(lipidio-O®), que podem retirar outros atomos de hidrogénio e acelerar a velocidade

da peroxidagao [VILLA, 1997; HALLIWELL, 2007]. Entretanto, € bom ter em mente
que as reagdes quimicas que ocorrem em sistemas contendo ions ferro e peréxido
de hidrogénio e as que descrevem a peroxidagdo lipidica sdao muito mais
complicadas do que as equagdes acima sugerem. Os produtos da oxidagao lipidica
tém mostrado um importante papel em doengas cardiovasculares, como trombose e
arteriosclerose, e em muitas doencgas cronicas como artrite, cancer, diabetes a mal
de Alzheimer [HALLIWELL, 2007].
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2.2 Fitoterapia e Plantas Medicinais

Fitoterapia € o uso de plantas para prevenir e tratar doengas ou promover o
bem-estar. Esta pratica data da Antiguidade, sendo provavelmente o método mais
antigo existente que a humanidade utiliza para tratar doengas. Por esta razao,
plantas medicinais (vegetais que possuem atividade farmacolégica) tém sido usadas
terapeuticamente ao redor do mundo, sendo um aspecto importante em varias
culturas medicinais tradicionais. Embora baseada em modelos teoricos e culturais
diferentes, a fitoterapia esta de alguma forma integrada a essas diferentes doutrinas
[AMEH, 2010]. A definicdo da Organizagdo Mundial de Saude — OMS, do inglés
World Health Organization (WHO) — para plantas medicinais diz que “sdo aquelas
que tém uma histéria de uso tradicional como agente terapéutico, sendo também
denominada de Medicina Tradicional, Alternativa ou Complementar” [WHO — World
Health Organization. Disponivel em: <http://www.who.int/topics/traditional_medici-
ne/en/>. Acesso em jun. 2010]. Atualmente, grande parte da comercializagédo de
plantas medicinais é feita em farmacias e lojas de produtos naturais, as quais em
sua grande maioria ndo possuem certificado de qualidade, assim como pouca ou
nenhuma comprovacéo de suas propriedades farmacoldgicas, além de problemas
associados a identificacdo errbnea da planta, possibilidades de adulteracao,
interacbes entre plantas medicinais e medicamentos alopaticos, efeitos de
superdosagens, reagdes alérgicas ou toxicas. A diferenga entre planta medicinal e
fitoterapico esta na elaboracdo da planta para uma formulacdo especifica, o que
caracteriza um fitoterapico [VEIGA JUNIOR, 2005]. Segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), “fitoterapicos sdo medicamentos obtidos a partir de
plantas medicinais. Eles sdo obtidos empregando-se exclusivamente derivados de
droga vegetal (extrato, tintura, éleo, cera, exsudato, suco e outros). Os fitoterapicos,
assim como todos os medicamentos, devem oferecer garantia de qualidade, ter
efeitos terapéuticos comprovados, composi¢ao padronizada e seguranga de uso
para a populacdo. A eficacia e a segurangca devem ser validadas através de
levantamentos etnofarmacologicos, documentagdes tecnocientificas em bibliografia
e/ou publicagdes indexadas e/ou estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos pré-clinicos

e clinicos” [ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em:
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<http://portal.anvisa.gov.br>. Acesso em jun. 2010]. De fato, a Resolugao-RDC n°
48, de 16/03/2004 exige a apresentacdo de uma série de relatérios que atestem,
para o preparado fitoterapico a ser registrado, a seguranga e a eficacia, bem como
normas de produgcdo e controle de qualidade visando a reprodutibilidade e
constancia de principios ativos e/ou marcadores caracteristicos da espécie vegetal
[Ministério da Saude. Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/-
rdc_48 _16_03_04_registro_fitoterapicos%20.pdf>. Acesso em jun. 2010]. O estudo
de plantas medicinais envolve o isolamento de substancias ativas e tem
proporcionado inumeras descobertas importantes para a humanidade. Seu
desenvolvimento conta com um numero cada vez maior de profissionais,
estabelecendo um carater multi e interdisciplinar para as pesquisas que visam
referendar seu uso. Técnicas de descoberta de farmacos tém sido aplicadas para a
padronizagao da medicina natural, principalmente para a elucidacdo analitica dos
compostos [BALUNAS, 2005; PLAZA, 2007].

A OMS reconhece que 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
utilizam praticas tradicionais nos cuidados basicos de saude. Deste universo, 85%
utilizam plantas ou preparados. Nesse sentido, a OMS recomenda a difusdo mundial
dos conhecimentos necessarios ao uso racional das plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos [Ministério da Saude. Disponivel em: <www.portal.sau-
de.gov.br>. Acesso em jun. 2010]. Em sua estratégia global sobre a medicina
tradicional e a medicina complementar e alternativa para os anos de 2002 a 2005, a
OMS reforgou o compromisso de estimular o desenvolvimento de politicas publicas
com o objetivo de inseri-las no sistema oficial de saude dos seus 191 estados-
membros. E o Brasil, com sua diversidade genética vegetal estimada em 55 mil
espécies catalogadas [PLAZA, 2007], possui ampla tradicdo de uso das plantas
medicinais vinculado ao conhecimento popular e transmitido por geracdes, além de
tecnologia e, principalmente, recursos humanos especializados para validar
cientificamente este conhecimento. De fato, o Decreto n° 5813, de 22/06/2006,
aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que tem por
objetivo geral “garantir a populagao brasileira o acesso seguro e o uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade,
o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional” [Ministério da Saude.
Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/Decreto N 5813.pdf>.

Acesso em jun. 2010].
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Em paises industrializados, o uso da fitoterapia decaiu no final da primeira
parte do século 20, devido ao desenvolvimento e produgcdo de remédios sintéticos.
Durante as ultimas décadas, no entanto, a fitoterapia comegou a ser novamente
utilizada, mesmo nesses paises industrializados. Em paises do terceiro mundo, a
fitoterapia nunca deixou de ser importante, sendo frequentemente o uUnico sistema
terapéutico disponivel a populacdo [WHO — World Health Organization. Disponivel
em: <http://www.who.int/topics/traditional_medicine/en/>. Acesso em jun. 2010]. A
primazia da fitoterapia em medicina torna-se evidente a partir do grande numero de
drogas modernas que devem sua origem aos recursos etnobotanicos [WHO
guidelines, 2007; AMEH, 2010]. Produtos naturais proporcionam um ponto de inicio
para novas substancias sintéticas, com diversas estruturas e com varios
estereocentros que podem ser trocados sinteticamente. Farmacos derivados de
plantas medicinais podem servir ndo somente como novas drogas por si s6, mas
também como modelo para novas drogas otimizadas pela quimica medicinal e
sintética [BALUNAS, 2005]. Segundo Newman e Cragg [NEWMAN, 2007], as
maiores areas que tém sido investigadas pela industria farmacéutica sdo as
relacionadas com as doencgas infecciosas, cancer, anti-hipertensivos e anti-
inflamatorios. Na area antibacteriana, a grande maioria das novas substancias
ativas, também conhecidas como Novas Entidades Quimicas (NCEs), sdo de origem
natural (10,2%), derivadas de produtos naturais (65,3%) e sintéticas, porém
modeladas a partir de produtos naturais (1%), ou seja, 76,5% do total de farmacos.
As drogas anticancer, entre as nao bioldgicas, estdo divididas entre produtos
naturais (11,1%), derivadas de produtos naturais (30,9%), sintéticas (22,2%) e
modeladas a partir de produtos naturais (35,8%), ou seja, apenas 22,2% do total sdo
totalmente sintéticas. Atualmente, a pesquisa envolvendo plantas medicinais € uma
das areas com o mais rapido crescimento dentro das pesquisas biomédicas. Isso &
ilustrado pela seguinte observagao: o numero de citagbes na PubMed de 1990 a
2007 contendo a palavra “fitoterapia” saltou de menos de 100 em 1990, para mais
de 1000 em 1998; entdo, para quase 10000 em 2004, e para mais de 15000 em
2007 [Wikipédia — phytotherapy, 2010]. Atualmente, o numero de citagbes ja
ultrapassa a barreira de 20000 citagcdes.

Até 80% da populacéo de paises do Terceiro Mundo (Asia e Africa) depende
de medicina tradicional. Em muitos paises industrializados, 70 a 80% da populagéo

ja usou alguma forma de medicina alternativa ou complementar. O tratamento
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fitoterapico € a forma mais popular da medicina tradicional, e € um mercado
altamente lucrativo. Receitas anuais da Europa Ocidental alcangaram US$ 5 bilhdes
em 2003-2004. Na China, a venda destes produtos totalizou US$ 14 bilhdes em
2005, enquanto no Brasil a soma foi de US$ 160 milhdes em 2007 [WHO — World
Health Organization. Disponivel em: <http://www.who.int/topics/traditional_medici-

ne/en/>. Acesso em jun. 2010].

2.3.1 Fitoterapicos

Fitoterapicos sao metabdlitos secundarios presentes nas plantas. Sao
também chamados fitoquimicos, para diferencia-los dos metabdlitos primarios,
necessarios no crescimento € manutencdo da planta, como a fotossintese, a
respiracao e o transporte de solutos. Ja no metabolismo secundario séo sintetizadas
substancias que, a principio, ndo possuem fungao essencial. Porém, sdao essas
substancias as responsaveis pela protecdo do vegetal de diversos fatores [AMEH,
2010]. Com algumas propriedades especificas, estes metabdlitos secundarios agem,
por exemplo, na defesa da planta contra diversos predadores e na atragdo ou
repulsdo diante de outros organismos. Alguns sdo toxinas, usadas para deter
predadores; alguns sdo feromonios, usados para atrair insetos para a polinizagao;
outros sao fitoalexinas, que protegem contra infecgdes microbiais, por exemplo.
Assim, o metabolismo secundario acaba exercendo um papel importante na
interagdo das plantas com o meio ambiente, ou seja, representa uma interface
quimica entre as plantas e o ambiente circundante. Consequentemente, sua sintese
€ frequentemente afetada por condigdes ambientais [GOBBO-NETO, 2007; PLAZA,
2007; AMEH, 2010]. Dentre os fatores ambientais que influenciam o conteudo dos
metabdlitos secundarios pode-se citar a sazonalidade, ritmo circadiano,
desenvolvimento da planta, temperatura, disponibilidade hidrica, radiagao
ultravioleta, nutrientes (macro e micronutrientes), altitude, poluicdo atmosférica e
indugdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos. Assim sendo, a
constancia de concentracbes de metabdlitos secundarios praticamente nao existe,
podendo ocorrer variagdes tanto na qualidade como na quantidade dos compostos

quimicos. Plantas da mesma espécie, cultivadas em diferentes localidades,
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normalmente possuem 0s mesmos componentes, mas as porcentagens em que
estdo presentes podem diferir [CAPASSO, 2000]. Embora as plantas sintetizem
varios fitoquimicos, a maioria é derivada de relativamente poucas rotas
biossintéticas [AMEH, 2010]. Em plantas medicinais, outros fatores, como condi¢cdes
de coleta, estabilizagcdo e estocagem, também podem ter grande influéncia
[GOBBO-NETO, 2007].

Comparada a terapia nutricional, a fitoterapia € mais complicada devido ao
uso de muitos fitonutrientes contendo diversas estruturas quimicas e atividades
bioldgicas. A maioria das estratégias fitoterapicas esta a frente da base cientifica e
sem um controle rigoroso de qualidade, seguranca e eficiéncia. Entretanto, a
fitoterapia possui longa historia e tem sido largamente utilizada. Algumas estratégias
fitoterapicas tém sido bem reconhecidas desde que tenham sido extensivamente
estudadas do ponto de vista quimico e farmacolégico e sao parcialmente
comprovadas por testes clinicos [ZHAO, 2007].

Estudos epidemioldgicos mostraram efeitos protetores de dietas a base de
plantas em doencas cardiovasculares e cancer, assim como em outros problemas
de saude, como obesidade e diabetes [BLAND, 1996; BHATHENA, 2002; PLOSCH,
2006]. Em particular, uma boa correlagao foi sugerida entre a dose de flavonoides
consumida na dieta e o decréscimo de mortes provenientes de doencgas cardiacas,
em parte devido a inibicdo da oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
a reduzida agregabilidade de plaquetas por flavonoides [BHATHENA, 2002]. A dose
diaria de flavonoides situa-se entre 23 mg/dia na Holanda (principalmente por chas,
cebolas, magas e vinho tinto) e 170 mg/dia nos EUA. O consumo de 30 a 50 mg/dia
de isoflavonas da soja pode ajudar a diminuir a incidéncia de cancer de mama
[BLAND, 1996]. Compostos bioativos ocorrem normalmente em pequenas
quantidades em plantas alimenticias como constituintes nutricionais. Estudos
bioquimicos e fitoquimicos tém identificado os compostos bioativos exatos, como
flavonoides, alcaloides, terpenoides, e outras classes de fitoquimicos [KRIS-
ETHERTON, 2002]. Alguns produtos naturais com fortes atividades biologicas tém
sido desenvolvidos para a medicina aplicados a quimioterapia, como a vincristina
(Oncovin®) e Taxol®. Praticamente todas as plantas alimenticias possuem produtos
naturais especificos com certa bioatividade [KRIS-ETHERTON, 2002]. O
hidroxitirosol de azeitonas e azeite de oliva € um potente antioxidante. O resveratrol

encontrado em nozes e vinho tinto tem fortes atividades antioxidantes
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antitrombdtica, anti-inflamatdria e anticancer. Licopeno de tomates e outras frutas é
um potente antioxidante carotenoide que protege contra cancer de prostata e inibe o
crescimento de células tumorais em animais. Compostos organossulfurados em alho
e cebola trazem varios beneficios multifuncionais a saude humana. Naringenina (4,
5, 7 - hidroxiflavonona), encontrada na laranja-melancia, pode atrasar a
desintoxicacdo hepatica de medicamentos como a ciclosporina e assim
potencialmente ajudar a prevenir a rejeicdo de o6rgéos transplantados [BLAND,
1996]. Todos estes exemplos sdo apenas uma pequena porcdo de recomendagoes
terapéuticas fitonutricionais e nutricionais. Muitas outras plantas, que nao sao
alimenticias, estao sendo estudadas devido ao seu potencial uso em fitoterapia. Os
vegetais cruciferos, como couve, couve-flor e brécolis, possuem fitoquimicos unicos
capazes de modificar o metabolismo do estrogénio [BHATHENA, 2002]. Um
equilibrio ideal de estrogénio tem implicagbes para a prevengao do cancer e do
envelhecimento bem sucedido tanto em homens quanto em mulhers. A Food
Federal and Drug Administration (FDA) raramente faz recomendagbes para
nutracéuticos ou fitonutrientes. Porém, em 2001, a FDA aprovou a alegacao de que
fibra soluvel de alimentos como aveia pode reduzir o colesterol e o risco de doencas
cardiacas. A fibra dietética nutracéutica demonstrou reduzir niveis de colesterol e
manter o peso, prometendo assim beneficios para pacientes com obesidade e
diabetes [GRUNBERGER, 2007].

Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos fenolicos e alcaloides. Os compostos fendlicos sao derivados do acido
chiquimico. Sdo responsaveis pelo sabor, odor e coloragdo de diversos vegetais.
Essa classe de substancias é responsavel pela protecdo das plantas contra os raios
ultravioletas, insetos, fungos, virus e bactérias. A protegcao contra a fotodestruigao
proporcionada por esses compostos é atribuida as suas propriedades de absorver
ou dissipar a energia solar. Quimicamente dizendo, sado substancias que possuem
pelo menos um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por
um grupamento hidroxila [GOBBO-NETO, 2007]. Para a formagao biossintética dos
compostos fenodlicos ocorre a combinacdo de uma unidade de acido chiquimico e
uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste [PLAZA, 2007]. Ha varios
relatos na literatura apontando os compostos fendlicos como substancias
potencialmente ativas frente a testes quimicos e bioldgicos, o que indica que essa

classe de substancias é totalmente promissora na descoberta de novos farmacos.
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Eles sdo geralmente encontrados e ingeridos pelo homem através de alimentos
originarios de plantas. Flavonoides, taninos, antocianinas e outros constituintes
fendlicos possuem potencial antioxidante, impedindo o efeito danoso dos radicais
livres. Visando a melhoria e a sustentacdo da saude, é de vital importancia o
consumo dessas fontes naturais de substancias para nosso organismo, pois 0s
compostos fenodlicos contribuem para a manutencao do equilibrio pré e antioxidante
de sistemas bioldgicos, desempenhando fungcédo essencial na prevengao de varias
doencas [PLAZA, 2007].

2.3.2 Flavonoides

A estrutura basica dos flavonoides € um esqueleto de 15 atomos de carbono
organizados em trés anéis (C6-C3-C6), denominados A, B e C (Figura 2). As varias
classes de flavonoides diferem quanto ao nivel de substituicdo do anel C, enquanto
compostos individuais dentro da mesma classe diferem no padrdo de substituicao
dos anéis B e C. Os flavonoides geralmente ocorrem em plantas como derivados
glicosilados, e contribuem para os tons azul, vermelho e laranja, em folhas, flores e
frutas. Além de varios vegetais e frutas, os flavonoides sdo encontrados em
sementes, nozes, graos, condimentos, e diferentes plantas medicinais, assim como

em bebidas, como vinho, cha e cerveja [PIETTA, 2000].

Figura 2: Estrutura basica de um flavonoide [PIETTA, 2000].

Estudos espectrofotométricos revelam que a maioria das flavonas e flavondis
exibem 2 bandas principais de absorcdo; a primeira entre 320 e 385 nm, que

representa a absorgédo do anel B, enquanto a segunda (250 — 285 nm) corresponde
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a absorcao do anel A. Os grupos funcionais ligados ao esqueleto principal podem
causar uma mudanca na absor¢dao, como a de 367 nm para o canferol (grupos
3,5,7,4’-hidroxi), 371 para quercetina (grupos 3,5,7,3’,4’-hidroxi) e 374 nm para
miricetina (grupos 3,5,7,3,4’,5-hidroxi). A auséncia do grupo 3-hidroxil nas flavonas
diferem-nas dos flavonoéis [YAO, 2004].

Os flavonoides desempenham diferentes papéis na ecologia de plantas.
Devido a suas cores atrativas, flavonas, flavonois e antocianidinas podem agir como
sinais visuais para a polinizagdo de insetos. Em virtude de sua adstringéncia,
catequinas e outros flavondis podem representar um sistema de defesa contra
insetos prejudiciais a planta. Podem agir também como antioxidantes para as ERO
produzidas pelo sistema de transporte de elétrons da fotossintese. Além disso,
protegem a planta da radiagdo UV solar devido a sua propriedade de absorver este
tipo de radiacao [PIETTA, 2000].

Além de seus papéis fisioldgicos nas plantas, os flavonoides sdo importantes
componentes da dieta humana, embora sejam considerados como nanonutrientes.
De fato, o nivel para a ingestado de flavonoides é consideravelmente maior quando
comparado com a vitamina C (70 mg/dia), vitamina E (7 a 10 mg/dia), e [3-caroteno
(2 a 3 mg/dia) [YAMASAKI, 1997]. A ingestao de flavonoides pode variar entre 50 e
800 mg/dia, dependendo do consumo de vegetais e frutas, e de bebidas especificas,
como vinho tinto e cerveja néo filtrada. Em particular, vinho tinto e chas contém altos
niveis (aproximadamente 200 mg por copo) de fendis totais. Consequentemente, as
variagdes no consumo destas bebidas sao a principal causa para a variagédo da
ingestéo de flavonoides em diferentes paises. Outra fonte significante de flavonoides
sdo as plantas medicinais [PIETTA, 2000].

2.3.2.1 Fontes naturais de flavonodides

Flavonoides s&o o grupo mais comum e amplamente distribuido de
compostos fenolicos em plantas. S&o parte integral tanto da dieta de animais como
de humanos. Como sao fitoquimicos presentes em plantas, os flavonoides nao
podem ser sintetizados pelo corpo humano. Sao classificados em pelo menos 10

grupos quimicos, sendo os mais importantes as flavanonas, flavonas, isoflavonoides,
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flavanas, antocianinas e flavonéis (Tabela 5). Os flavondis sdo os flavonoides mais
abundantes nos alimentos, sendo a quercetina, o canferol e a miricetina os mais
comuns. Flavanonas sao encontradas principalmente em frutas citricas, e as
flavonas, no aipo. Catequinas estdo presentes em grandes quantidades nos chas
verde e preto, e em vinho tinto, enquanto as antocianidinas sdo encontradas em
morangos e outras frutas vermelhas. Isoflavonas sdo encontradas quase

exclusivamente em alimentos de soja [YAO, 2004].

Tabela 5: Principais classes de flavonoides e descricao de suas caracteristicas basicas (adaptado de

Yao, 2004).

Classes Coloragao Exemplos Comentarios

Antocianinas Azul, Cianidina, Encontradas predominantemen-

vermelha e delfinidina, te em frutas e flores. Sao usadas
violeta peonidina como corantes.

Flavanas Incolor Catequina, Encontradas em frutas, chas
epicatequina, (verdes ou pretos), lupulo, nozes
luteoforol, e agua de coco. O sabor peculiar
procianidina de algumas bebidas, frutas, chas

e vinhos é devido, principal-
mente, a presencga de flavanas.

Flavanonas Incolor Hesperinidina, Encontradas quase exclusiva-

para um naringenina mente em frutas citricas.

amarelo

palido

Flavonas Amarelo Apigenina, Encontradas quase exclusiva-

palido luteolina, mente em frutas citricas, mas
diosmetina, também em cereais, frutas,
tangeretina, ervas e vegetais. Conferem o
nobiletina, pigmento amarelo em flores.
crisina

Flavonois Amarelo Quercetina, Presentes em diversas fontes,

palido rutina, sendo predominantes em vege-
miricetina, tais e frutas.
canferol

Isoflavonoides  Incolor Daidzeina, Encontrados quase exclusiva-

genisteina mente em legumes, particular-

mente na soja.
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2.3.2.2 Capacidade Antioxidante in vitro associada a flavonoides

De acordo com Halliwell e Gutteridge [HALLIWELL, 2007], os mecanismos de
agao antioxidantes podem incluir: (1) a supressdo da formagcdo de ERO ou pela
inibicdo de enzimas ou quelando elementos trago envolvidos na produgdo de
radicais livres; (2) sequestrando ERO; e (3) protegendo as defesas antioxidantes. Os
flavonoides ja foram descritos como preenchendo a maioria destes critérios. Assim,
seus efeitos sdo duplos. Os flavonoides inibem enzimas responsaveis pela produgao
de ERO, como a xantina oxidase e a NADH oxidase. Além disso, varios flavonoides
quelam metais de forma eficiente. Ferro e cobre livres sdo potenciais precursores de
ERO, como o radical hidroxila. Devido a seus baixos potenciais redox (0,23<E<0,75
V), os flavonoides s&do termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres
fortemente oxidantes, com potenciais redox na faixa de 2,13 a 1,0 V, como os
radicais superéxido, peroxila, alcoxila e hidroxila [PIETTA, 2000].

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de estabelecer a relagao
entre a estrutura dos flavonoides e sua capacidade antioxidante. A capacidade
antioxidante dos flavonoides geralmente aumenta com o aumento do numero de
grupos hidroxila e diminui em compostos glicosilados [YAO, 2004]. De fato, o arranjo
espacial dos substituintes é talvez o maior determinante da capacidade antioxidante.
Tanto a configuragdo quanto o numero total de grupos hidroxila influenciam
substancialmente varios mecanismos antioxidantes. A capacidade de sequestrar
radicais livres é primeiramente atribuida a alta reatividade dos substituintes hidroxila,
sendo que a configuragdo destes grupamentos no anel B € o mais determinante na
capacidade em sequestrar ERO. Estes grupamentos hidroxilas do anel B doam
atomos de hidrogénio e elétrons aos radicais hidroxila e peroxila, por exemplo,
estabilizando-os e dando origem a radicais flavonoidicos relativamente estaveis
[HEIM, 2002].

As propriedades quelantes dos flavonoides contribuem para a sua atividade
antioxidante. Através da remocao ou neutralizacdo de ions ferro de hepatécitos, os
flavonoides inibem os danos oxidativos. A quelacado de cations divalentes nao torna
os flavonoides inativos necessariamente, uma vez que o complexo ainda pode

apresentar capacidade antioxidante contra ERO [HEIM, 2002].
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2.3.2.3 Capacidade Antioxidante in vivo associada a flavonoides

Apesar das enormes evidéncias sobre o potencial antioxidante in vitro dos
flavonoides, pouco se sabe sobre a sua eficiéncia in vivo, e isso pode ser atribuido
ao pouco conhecimento sobre a sua biodisponibilidade em humanos. Foi provado
que flavonoides presentes na dieta sdo absorvidos numa extensdo que possibilita
um efeito antioxidante [PIETTA, 2000]. A porcentagem de absor¢ao normalmente
nao ultrapassa poucos porcentos da dose ingerida, como determinado pela medida
no nivel sanguineo dos flavonoides intactos e seus conjugados. A composi¢cao dos
alimentos pode representar um importante fator que afeta a biodisponibilidade.
Proteinas podem ligar-se aos polifendis, reduzindo sua disponibilidade; por outro
lado, o alcool pode aumenta-la [SERAFINI,1997], o que é evidenciado pelo aumento
da absorcao de polifendis presentes no vinho tinto quando comparado com os niveis
obtidos apés o consumo de vinho tinto sem alcool Além disso, observa-se um
aumento na absorcdo destes compostos quando administrados na forma de
complexos fosfolipidicos ao invés de sua forma livre [PIETTA, 1998].

Acredita-se que os flavonoides podem desempenhar sua primeira defesa
antioxidante no trato digestivo, limitando a formacdo de EROs e sequestrando-os.
Uma vez absorvidos, eles continuam a exercer efeito antioxidante. O efeito
antioxidante in vivo pode ser evidenciado pela medida do aumento do potencial
antioxidante total do plasma apds uma unica ingestdo dos flavonoides, seja como
alimento ou bebida, e correlacionando este valor ao curso do tempo dos flavonoides
no plasma [PIETTA, 2000].

Os flavonoides sao estaveis ao calor, mas facilmente perdidos pelo cozimento
ou fritura. A biodisponibilidade dos flavonoides é apenas parcial, sendo que a
propor¢ao da quantidade ingerida absorvida varia de 0,2 a 0,9% para as catequinas
dos chas a 20% para quercetina e isoflavonas. Assim, uma grande quantidade
permanece nao absorvida, e a mucosa gastrointestinal fica exposta a concentracdes
parcialmente altas destes compostos. Apdés a absorgcdo, os flavonoides séao
conjugados no figado, ou metabolizados a compostos fendlicos menores [YAO,

2004]. A Dbiodisponibilidade de certos flavonoides difere acentuadamente
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dependendo da fonte alimenticia. Por exemplo, a absor¢do de quercetina em

cebolas é quatro vezes maior que a de magas ou chas [HOLLMAN, 1997].

2.3.2.4 Absorcao, metabolismo e efeitos clinicos dos flavondides

Além dos atributos estruturais e fisico-quimicos dos flavonoides, a absorcéo,
a farmacocinética, a biotransformacéao e as atividades relativas dos metabdlitos tém
papel fundamental sobre os efeitos bioldégicos em organismos. Analises in vitro
demonstram de forma efetiva e consistente a capacidade antioxidante de diversos
flavonoides sob condicdes de estresse oxidativo. Para adicionar novos
conhecimentos sobre as relagdes estrutura-atividade em areas de nutricdo e
medicina, as futuras pesquisas precisam elucidar (i) a relagdo entre a absorcao e a
estrutura, (ii) a farmacocinética em humanos, (iii) a caracterizacdo dos metabdlitos
dos flavonoides, e (iv) as relagdes estrutura-atividade e os efeitos a saude desses
metabolitos [HEIM, 2002].

Os flavonoides sao absorvidos no trato gastrointestinal e sao excretados
inalterados ou como produtos metabdlitos na urina e nas fezes [COOK, 1996].
Determinagbes do poder antioxidante em plasma e urina apds a ingestdo de cha
verde demonstrou que a absorcdo dos antioxidantes é rapida [BENZIE, 1999]. Os
antioxidantes entram na circulagao sistémica logo apds a ingestdo e causam um
aumento significativo no status antioxidante do plasma, o que poderia diminuir o
dano oxidativo ao DNA e, com isso, reduzir o risco de cancer. Foi mostrado que o
flavonoide baicalina possui atividade anti-inflamatéria e anti-HIV [LI, 2000], sendo
que os flavonoides podem prover um meio para as industrias no desenvolvimento de
agentes anti-HIV.

Como os multiplos beneficios para a saude humana da dieta contendo plantas
ricas em flavonoides estdo bem documentados, o aumento de espécies de
flavonoides bioativos em plantas alimenticias tornou-se de grande interesse.
Tomates modificados geneticamente contém altos niveis de flavondis como
quercetina e canferol, flavonodis glicosilados (quercitrina e rutina) e flavonas como
luteolina e licopeno no tecido da casca [MEHTA, 2002, SCHIJLEN, 2006]. O nivel de

resveratrol em sementes de Brassica napus (colza ou couve-nabica) tem também
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aumentado significativamente [HUSKEN, 2005]. O consumo destes tomates
transgénicos mostrou render certos beneficios a saude de ratos [REIN, 2006].

Uma vez que o proposito da ingestdo de fitonutrientes € incorpora-los ao
nosso organismo e permitir que melhorem a nossa saude e tratem algumas
doencgas, assumimos que nossos corpos podem absorver estes compostos tanto
quanto possivel. Entretanto, muitos fitonutrientes ndo sao totalmente absorvidos pelo
corpo humano, e a porcentagem exata de absorgédo ainda precisa ser determinada.
Informagdes sobre o seu metabolismo no corpo humano também estdo faltando.
Para alguns nutrientes, o aumento de sua taxa de absor¢do pode ser mais
importante que o aumento de sua produg¢do, uma vez que o gargalo atual em aliviar
as deficiéncias nutricionais esta na ma absor¢ao. A absor¢do, o metabolismo e as
formas ativas de muitos metabdlitos secundarios de plantas em humanos ainda

precisam ser determinados.

2.3 Capacidade antioxidante

E de grande interesse do publico geral, médicos e especialistas, e de
pesquisadores das ciéncias de saude e alimentos, conhecer a capacidade
antioxidante e os constituintes dos alimentos que consumimos. Devido a
complexidade da composicdo dos alimentos, separar os diversos compostos
antioxidantes e estuda-los individualmente torna-se caro e ineficiente, apesar das
possiveis interagdes sinérgicas entre estes compostos na matriz. Com isso, é
bastante atrativo aos pesquisadores possuir um método conveniente para a rapida
quantificacao da efetividade antioxidante na prevencao de doencas. No entanto, tais
métodos ainda estdo por ser desenvolvidos. Um ensaio para a avaliacdo da
capacidade antioxidante total usando-se apenas uma reagao quimica parece ser
bastante irreal e de dificil desenvolvimento, ainda que haja varios métodos
publicados reivindicando a medida da capacidade antioxidante total in vitro.
Ironicamente, o maior problema ¢é a falta de ensaios validados que possam medir de
forma fidedigna a capacidade antioxidante de alimentos e amostras bioldgicas.

Varios trabalhos tém sido publicados, e as opinides variam consideravelmente.
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Parece nao haver um consenso, provavelmente porque a area de antioxidantes é
um tépico bastante complexo.

Por exemplo, Rice-Evans et al [RE, 1999] desenvolveram o ensaio TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity), que foi largamente utilizado em amostras de
alimentos. Em seu artigo de revisdo, Sanchez-Moreno [SANCHEZ-MORENO, 2002]
sugere que o ensaio do DPPH é um método facil e exato para medir a capacidade
antioxidante de frutas e vegetais. O ensaio ORAC (oxygen radical absorbance
capacity) possui larga aplicagdo na medida da capacidade antioxidante de amostras
botanicas [PRIOR, 2000] e bioldgicas [CAO, 1998]. O ensaio TRAP (total radical-
trapping antioxidant parameter) € também usado largamente [GHISELLI, 2000],
assim como o ensaio TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity) [WINSTON,
1998; REGOLI, 1999]. Todos estes ensaios diferem entre si em termos de
substratos, sondas, condi¢des reacionais € métodos de quantificacdo. Nota-se que é
extremamente dificil comparar os resultados de ensaios tao diferentes. Enquanto
isso, novos ensaios reivindicando a medida da capacidade antioxidante continuam a
ser publicados.

A complexidade do topico “antioxidantes” aliado a confusdo introduzida por
métodos muitas vezes questionaveis levam a confusao tanto a comunidade cientifica
quanto a industria. Em virtude da falta de ensaios-padrédo, é dificil comparar os
resultados publicados por diferentes grupos, e as industrias de alimentos e
nutracéuticas nao conseguem realizar controles de qualidade rigorosos para
produtos antioxidantes [HUANG, 2005].

A palavra “antioxidante” tornou-se incrivelmente popular na sociedade
moderna, uma vez que ganhou publicidade pelos meios de comunicagcdo de massas
devido aos seus beneficios a saude, ja que ajuda a proteger o corpo humano contra
danos causados por ERO [HALLIWELL, 1995]. Entretanto, o termo “antioxidante” é
muito livremente utilizado. Frequentemente, o termo €& usado para antioxidantes
inibidores da peroxidacgao lipidica, como o a-tocoferol. Todavia, os radicais livres
gerados in vivo danificam varios alvos além dos lipidios, incluindo proteinas, DNA e
pequenas moléculas. Uma definicdo para antioxidante seria “qualquer substancia
que, quando presente em pequenas concentracbes comparada a concentragcao de
um substrato oxidavel, significativamente retarda ou previne a oxidagdo desse
substrato [HALLIWELL, 2007]. O termo “substrato oxidavel” inclui praticamente tudo

encontrado em alimentos, tecidos vivos incluindo proteinas, lipidios, carboidratos e
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DNA. Quando ERO sao formadas em sistemas vivos, varios antioxidantes entram
em acao, como a-tocoferol, acido ascoérbico e proteinas, como a superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase e catalase. A importancia relativa destes
varios antioxidantes in vivo depende de qual ERO é formada, como € gerada, onde é
gerada e qual alvo de dano é monitorado [HALLIWELL, 1995].

Dependendo da disciplina cientifica, o escopo e os alvos de protegao sao
significativamente diferentes. Na industria quimica, antioxidantes sdo compostos que
retardam a auto-oxidagdo de um produto quimico, como a borracha ou o plastico.
Em alimentos, antioxidantes sao compostos que previnem que as gorduras dos
alimentos rancifiquem, assim como sao “substdncias que em alimentos
significativamente diminuem os efeitos adversos de espécies reativas, como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, em fungdes normais fisiolégicas em
humanos” [HUANG, 2005]. Assim como as outras definicdes, esta definicdo nao
limita os mecanismos de ag¢ao antioxidantes. Assim, os antioxidantes presentes em
alimentos podem sequestrar espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio para
interromper reagcdes em cadeia radicalares, ou podem inibir que oxidantes reativos
sejam formados. Antioxidantes biolégicos incluem antioxidantes enzimaticos (como a
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e antioxidantes nao-
enzimaticos, como inibidores de enzimas oxidativas, cofatores de enzimas
antioxidantes, sequestradores de ERO e ERN, e quelantes de metais de transigao
[HUANG, 2005]. Muitos compostos que possuem atividade antioxidante sao
materiais facilmente oxidaveis. Eles podem tanto interceptar oxidantes primarios
(como peréxido de hidrogénio, diferentes radicais e metais de transi¢do) quanto
competir com reacgdes de radicais livres para finalizarem o processo de auto-
oxidagao [HALLIWELL, 2007].

Varios critérios devem ser considerados ao avaliar-se o potencial antioxidante
de um composto. Do ponto de vista quimico e bioquimico, um antioxidante deve (i)
reagir com espécies reativas especificas, (ii) possuir propriedades quelantes, (iii)
interagir com outros antioxidantes e (iv) modular a expressao génica. Outros critérios
importantes referentes aos antioxidantes dizem respeito a absorcédo e
biodisponibilidade, a sua concentragdo em tecidos, células e fluidos extracelulares e
a sua localizagdo (se em dominios aquosos, em membranas ou ambos). Um

antioxidante “ideal” deve preencher todos esses requisitos [PACKER, 1995].
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Os potenciais de reducao para um elétron de diferentes radicais livres em pH
7 estao listados na Tabela 6. A forma reduzida de um radical livre que possui um
potencial menor € capaz de neutralizar radicais livres de maior potencial. Como ja
mencionado, o HO® tem um potencial de redu¢do muito alto e €, de longe, o mais

reativo dentre os radicais livres bioldgicos [HALLIWELL, 2007].

Tabela 6: Potenciais-padrao biologicamente relevantes de diferentes espécies radicalares (adaptado
de HALLIWELL, 2007).

Radical E(V)empH7
Hidroxila, HO® +2,31
Alcoxila, RO® +1,60
Peroxila, ROO* ~+0,77-1,44
Urato, HU™ +0,59
Tocoferol, T* +0,50
Ascorbato, Asc™ +0,28

Em resumo, a atividade antioxidante e sequestrante de radicais envolve a
transferéncia de um elétron ou de um préton de um oxidante forte (como HO®) a
uma molécula antioxidante. Esta passagem de carga destréi o carater radical do
oxidante pela formacédo de um radical derivado de um antioxidante mais estavel e

menos labil. Este processo pode ser descrito pela reacdo mostrada na Equacéao 16:

AH+X — 5 A® + XH (16)

Por exemplo, no caso do ascorbato (vitamina C), ele torna-se um radical livre

(A*na Equacao 16) doando um atomo de hidrogénio a uma espécie radicalar (X na
Equacgado 16). O radical ascorbato €&, entretanto, bastante estavel devido a sua
estrutura, que permite ressonancia eletrénica. Além disso, o radical ascorbato é
reduzido (e ascorbato é regenerado) por NADH ou redutases dependentes de NADH
[GONZALEZ, 2008].
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Mesmo que o tempo de vida de um radical derivado de um antioxidante seja
usualmente maior e o potencial de redugdo e reatividade quimica sejam
normalmente menores que o do oxidante sequestrado inicialmente, ele ndo é
completamente inerte e pode ser tdxico, de acordo com as configuragdes celulares

especificas.

2.3.1 Métodos usados para avaliacdo da capacidade antioxidante em

alimentos e sistemas bioldgicos

No caso de alimentos, € necessario determinar a eficacia de antioxidantes
naturais para a protecdo do alimento contra danos oxidativos, a fim de evitar
mudancas danosas e perda de valores comercial e nutricional. Com isso, a
determinacao rapida da capacidade antioxidante potencial em alimentos vegetais é
necessaria. Este método pode ser uma ferramenta util na selegcéo entre diferentes
espécies, variedades, grau de maturagao e condigdes da cultura, para obter-se altas
concentragcbes de antioxidantes naturais nos alimentos. Assim, a capacidade
antioxidante total de um produto vegetal qualquer pode ser um parametro para
avaliar a qualidade de um vegetal [SANCHEZ-MORENO, 2002].

No caso dos sistemas biolégicos, o estresse oxidativo, que € um desequilibrio
entre ERO e os sistemas de defesa e reparo antioxidantes, mostrou estar envolvido
no desenvolvimento de doengas degenerativas e em doengas relacionadas a idade.
Com isso, a ingestdo de antioxidantes da dieta e a avaliagdo da contribuicédo real
dos alimentos ao status antioxidante em sistemas bioldgicos devem ser avaliadas
[SANCHEZ-MORENO, 2002; HALLIWELL, 2007].

Varios substratos, sistemas e métodos analiticos sdo empregados em testes
para a avaliacdo da efetividade de antioxidantes, uma evidéncia de que diferentes
métodos sao necessarios para se avaliar os diferentes efeitos dos antioxidantes. A
metodologia empregada precisa ser cuidadosamente interpretada de acordo com os
sistemas e o método analitico utilizados na determinagao do ponto final da oxidagao
[SANCHEZ-MORENO, 2002]. A efetividade antioxidante é avaliada monitorando-se
a inibicdo da oxidagcdo de um substrato apropriado. Apds o substrato ser oxidado

sob condi¢cdes-padrao, a extensdo da oxidagao (ponto-final) é quantificada por
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meétodos quimicos, instrumentais ou sensoriais. Assim, as caracteristicas essenciais
de qualquer teste sdo um substrato apropriado, um iniciador da oxidacdo e a
determinacdo apropriada do ponto-final. As combinagdes de substrato, iniciador e
ponto-final utilizados sdo numerosas, e, mesmo com a mesma técnica analitica,
varias estratégias séo possiveis. E possivel classificar-se os testes antioxidantes em
dois grupos: (i) os ensaios utilizados para avaliar a peroxidacao lipidica, em que um
lipidio ou uma lipoproteina sob condigbes padréo é usada, e o grau de inibicdo da
oxidagao € medido; e (ii) os ensaios que medem a habilidade de sequestrar radicais
livres [SANCHEZ-MORENO, 2002]. Nesta pesquisa, serd abordado apenas o

segundo grupo.

2.3.1.1 Ensaio de fendis totais por Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu consiste em encubar por 10 h uma mistura de
100 g de tungstato de soédio (Na;WO42H,0), 25 g de molibdato de sddio
(NaMo00O4.2H,0), 100 mL de HCI concentrado, 50 mL de H3PO4 85% e 700 mL de
agua. Apos a incubacdo, adiciona-se 150 g de sulfato de litio (LixSO44H,0) a
mistura, dando origem a uma solugao de intensa cor amarela (0 Reagente de Folin-
Ciocalteu, RFC). A reacao com fendis presentes na amostra gera uma coloragao
azulada, possivelmente (PMoW;10,4)*. Obviamente, o RFC n3do é especifico para
compostos fendlicos, uma vez que pode ser reduzido por muitos compostos nao-
fendlicos, como a vitamina C. Os compostos fendlicos reagem com o RFC em
condigdes basicas (ajusta-se o pH a aproximadamente 10). A dissociagdo de um
préton fendlico leva a formagao do anion fenolato, que é capaz de reduzir o RFC. O
composto azul formado entre o fenolato e o RFC é independente da estrutura dos
compostos fendlicos [HUANG, 2005]. Apesar da natureza quimica indefinida do
RFC, o ensaio para fendis totais € conveniente, simples e reprodutivel. Como
resultado, varios dados ja foram obtidos, e este tornou-se um ensaio de rotina no

estudo de antioxidantes fendlicos.
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2.3.1.2 Ensaio TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

No ensaio TEAC, o oxidante (ABTS") é gerado pela oxidacdo do ABTS? (2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)). Especificamente, 7 mmol de ABTS
€ dissolvido em agua e tratado com 2,45 mmol de persulfato de potassio, e a mistura
permanece em temperatura ambiente por 12 a 16 horas, gerando uma solugéo azul
escuro. Esta solugao ¢ diluida com etanol ou tampéo (pH 7,4) até que a absorvancia
atinja um valor de 0,7 a 734 nm. Um mililitro desta solugdo é misturado com 10 uL
de amostra. A mistura é aquecida a 30 °C e a absorvancia € obtida apés 1, 4 e 6
min. A diferenca das absorvancias é plotada versus as concentragbes do
antioxidante, gerando uma reta. A concentracdo de antioxidantes, dada pela mesma
variagao percentual de absorcdo do ABTS™ de 1 mM de Trolox, é considerada como
TEAC. Devido a facil execugao, o ensaio TEAC é amplamente utilizado no estudo da
capacidade antioxidante [HUANG, 2005].

2.3.1.3 Ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Neste ensaio, um sal férrico, Fe(lll)(TPTZ).Cls (TPTZ=2,4,6-tripiridil-s-
triazina), € usado como oxidante. Nao ha grandes diferengas entre os ensaios TEAC
e FRAP, exceto que o ensaio TEAC ocorre em pH neutro, e o FRAP em pH &acido
(pH 3,6). O ensaio FRAP envolve os seguintes procedimentos: o oxidante (reagente
FRAP) é preparado misturando-se 2,5 mL de uma solugéo de TPTZ 10 mM em HCI,
25 mL de tampao acetato e 2,5 mL de uma solugdo de FeCl;-H,O 20 mM. Esta
solugéo possui 1,67 mM de Fe(lll) e 0,83 mM de TPTZ. Para a analise, 300 uL do
reagente FRAP recém-preparado é aquecido a 37 °C, e faz-se a leitura dessa
solugdo como branco a 593 nm; entdo 10 pL de amostra e 30 yL de agua séo
adicionados. As absorvancias sao lidas a cada 15 segundos, até o tempo final de 4
min. A mudancga de absorvancia (AA = Asmin — Aomin) € calculada e relacionada a AA
da solugado padrao de Fe(ll). A variagao de absorvancia é linearmente proporcional a
concentracido do antioxidante. Uma unidade FRAP é definida arbitrariamente como a
reducao de 1 mol de Fe(lll) a Fe(ll) [HUANG, 2005].
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2.3.1.4 Ensaio TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parameter)

Wayner et al. [WAYNER, 1985] introduziram este ensaio para a determinagao
do status antioxidante do plasma humano. Os radicais peroxila s&o gerados a uma
taxa controlada pela termodegradacdo de um azo-iniciador, como o 2,2'-azobis (2-
metilamidinopropano) (ABAP). Apés a adigcdo de ABAP ao plasma, a oxidagao de
materiais oxidaveis é monitorada pela medida do oxigénio consumido durante a
reacdo. O periodo de indugdo, no qual a oxidacao ¢é inibida pelos antioxidantes no
plasma, é comparado ao do Trolox, usado como antioxidante de referéncia, e entdo
quantitativamente relacionado a capacidade antioxidante do plasma. Este ensaio
também pode ser aplicado para a avaliagdo da capacidade antioxidante de
alimentos e bebidas [SANCHEZ-MORENO, 2002].

2.3.1.5. Ensaio TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity)

O ensaio TOSC baseia-se na inibicdo proporcionada por antioxidantes a
formacgao de etileno a partir da reagao entre acido a-ceto-y-metiolbutirico (KMBA) e
ERO. O ensaio permite o estudo da capacidade antioxidante de amostras contra trés
diferentes ERO de relevancia fisiolégica — peroxinitrito e os radicais peroxila e
hidroxila. No ensaio TOSC, ha a formacgao das ERO na presenca das amostras e de
KMBA. Os radicais peroxila sdo formados pela termodegradacdao de ABAP,
enquanto que radicais hidroxila sdo formados pela reacdo de Fenton na presenca de
ascorbato. Peroxinitrito e produzido na decomposicao de 3-
morpholinosyndnonimine-N-ethylcarbamide [RIGOLI, 1999]. Na presen¢a de ERO,
ha a decomposicdo de KMBA e a consequente liberagdo de gas etileno. A presenca
de compostos antioxidantes das amostras diminui a formacao de etileno, sendo que
a sua formagéo é monitorada por 60 minutos por cromatografia gasosa e comparada
com a formacédo de etileno produzida pelo branco (adicdo de agua ao invés de

amostras). A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio TOSC, é feita pela



36

relagao entre as areas obtidas para as curvas cinéticas das amostras e do controle
(branco). Um valor de 0% caracteriza uma amostra sem propriedade antioxidante, ja
uma solugcdo que iniba completamente a formagédo de etileno recebe um valor de
100% para a capacidade antioxidante [WINSTON, 1998; RIGOLI, 1999].

2.3.1.6 Ensaio do DPPH"* (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O DPPH é um radical livre nitrogenado organico e disponivel comercialmente.
Possui seu maximo de absorgédo por volta de 515 nm. O progresso da reacdo do
DPPH® com um antioxidante é monitorado por espectrofotometria, apdés 30 min a
515 nm. Com a sua redugao, a cor da solucdo muda, de violeta para amarelo, e a
porcentagem de DPPH® remanescente € proporcional a capacidade antioxidante da

amostra [HUANG, 2005]. Do ponto de vista metodoldgico, o método do DPPH® é
recomendado por ser facil e exato na medida da capacidade antioxidante de frutas e
vegetais. O resultado é altamente reprodutivel e comparado a outros métodos, como
o ABTS [SANCHEZ-MORENO, 2002].

2.3.1.7 Ensaio para a determinagdo da capacidade antioxidante contra o

radical superdxido (O27)

A capacidade antioxidante contra o radical superoxido € medida em termos de
inibicdo de geragdo do O, com o sistema enzimatico hipoxantina/xantina-oxidase. O
O," é gerado usando-se uma reagdo ndo-enzimatica de metassulfato de fenazina na
presenca de NADH e oxigénio molecular. Em ambas as estratégias, o O," reduz
nitroazul de tetrazdélio (NBT) a formazan em pH 7,4 e temperatura ambiente, e a
geracao de formazan é acompanhada por espectrofotometria em 560 nm. Qualquer
molécula capaz de reagir com o O;" inibe a produgdo de formazan [SANCHEZ-
MORENO, 2002].
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2.3.1.8 Ensaio para a determinagcdo da capacidade antioxidante contra

perdxido de hidrogénio (H20>)

Peroxido de hidrogénio € inerte em baixas concentragdes. Em condig¢des
fisiologicas, o poder de oxidagado do H,O, esta ligado a sua combinagdo com Fe(ll)
(reacdo de Fenton). Biologicamente, o H,O, é convertido a oxigénio e agua pela
acao da catalase [HUANG, 2005]. A capacidade antioxidante contra H,O, é
facilmente determinada. O ensaio mais comum emprega peroxidase (HRP, peréxido
de hidrogénio oxidorredutase), proveniente de raiz de rabano silvestre (horseradish
root), que usa H,O, para oxidar a escopoletina em um produto ndo-fluorescente. Na
presenca de um antioxidante putativo, a oxidacdo da escopoletina € inibida, e a

capacidade antioxidante contra H,O, pode ser monitorada [HALLIWELL, 2007].

2.3.1.9 Ensaio para a determinagdo da capacidade antioxidante contra o
radical hidroxila (HO")

Biologicamente, o radical hidroxila € gerado quando H,O, reage com Fe(ll)
(reacdo de Fenton). Contudo, a mistura Fe(ll)/H2.O, possui desvantagens em ensaios
de capacidade antioxidante porque muitos antioxidantes possuem a habilidade em
quelar metais, alterando a atividade do Fe(ll). Como resultado, € impossivel
distinguir se os antioxidantes sao bons quelantes de metais ou bons sequestradores
de radicais OH. Antioxidantes em alimentos (como a vitamina C) podem agir como
pré-oxidantes, reduzindo Fe(lll) a Fe(ll), aumentando a producgéo de radicais OH. O
radical OH é extremamente reativo e com tempo de meia-vida extremamente curto
(10° s, Tabela 3) e pode atacar o DNA, proteinas e lipidios. Consequentemente, a
determinacao direta da capacidade antioxidante contra o radical OH de antioxidantes
presentes em alimentos em sistemas bioldgicos € irreal, jA que a concentragao
celular dos antioxidantes é insignificante se comparada a de outras moléculas

biologicas.
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A capacidade antioxidante contra radicais hidroxila pode ser calculada de
acordo com o ensaio de Halliwell et al. [HALLIWELL, 1995]. Uma mistura de cloreto
de ferro(lll) e EDTA na presencga de ascorbato reage para formar ferro(ll)-EDTA e
ascorbato oxidado. Com a adi¢cao de H;0O,, ha a formacao de ferro(lll)-EDTA mais
HO", de acordo com a reacdo de Fenton. Os radicais ndo sequestrados pelos
componentes da mistura de reagao podem atacar a desoxirribose, e degrada-la
numa série de fragmentos; alguns destes fragmentos reagem sob aquecimento com
0 acido tiobarbiturico em baixo pH, dando origem a um composto violeta. Assim, a
capacidade antioxidante contra radicais hidroxila de uma substancia adicionada a
mistura de reacdo € medida com base na inibicdo da degradacédo da desoxirribose
[HALLIWELL, 1995].

2.4 Monocamadas auto-organizadas

O crescimento das pesquisas envolvendo monocamadas auto-organizadas
(SAM) é uma demonstracao das alteragdes pelas quais a quimica vem passando. A
Quimica foi se afastando das disciplinas tradicionais e passou a interagir cada vez
mais com areas como a fisica, a biologia e a engenharia. A fabricagdo e
manipulacdo de camadas moleculares tem se tornado um tema central na quimica
moderna [ULMAN, 1996]. As vantagens do uso de SAM na quimica eletroanalitica ja
sdo bem reconhecidas. A estruturacdo da interface sélido-liquido baseada em
interacdes entre a monocamada e o analito permite a adaptacdo de superficies com
propriedades e fungdes especificas [MARKOVICH, 2001], ideais para o estudo
envolvendo biosensores [HYUN, 2001].

Na nanotecnologia moderna, deseja-se obter um arranjo molecular num nivel
sélido e nano. Previamente, o método Langmuir-Blodgett (LB) foi geralmente usado
para a construcdo de camadas moleculares ordenadas numa superficie sodlida.
Devido ao fato de as moléculas serem fisissorvidas na superficie soélida em filmes
LB, suas estruturas facilmente mudam e rapidamente tornam-se randémicas. Por
outro lado, a técnica de auto-organizagdo (SA) tornou-se um dos mais populares
meétodos para a construgdo de camadas moleculares ordenadas dentro das ultimas

duas décadas, pois as monocamadas auto-organizadas (SAMs) sao quimicamente
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adsorvidas a superficie solida e, consequentemente, sua estrutura ordenada deve
ser mais estavel. As SAMs de alquiltidis em metais, especialmente ouro, foram
extensivamente estudadas devido a suas potenciais aplicagbes em varios campos,
como sensores, inibidores de corrosao e dispositivos eletrbnicos moleculares e
biomoleculares, sendo que eletrodos modificados com SAMs desempenham papéis
muito importantes dentro destas areas [RUBINSTEIN, 2007].

A auto-organizagdo molecular é um processo no qual uma superestrutura
organizada é espontaneamente formada de um conjunto de moléculas que né&o
estdo correlacionadas uma a outra numa fase liquida ou gasosa [ALLARA, 1995;
WHITESIDES, 2002]. A estrutura da auto-organizagdo molecular pode ser dividida
em dois tipos de sistemas organizados: (a) um sistema que se organiza num meio
homogéneo, e (b) um sistema que se organiza numa interface heterogénea.
Monocamadas auto-organizadas (SAMs) sob substratos pertencem ao ultimo
sistema organizado porque estas monocamadas necessitam de um suporte na
superficie de um sélido ou liquido [RUBINSTEIN, 2007]. Dois diferentes tipos de
processos de adsor¢cao de SAMs em substratos sdo bem caracterizados: todas as
moléculas componentes estdo quimicamente ligadas uma a uma ao substrato, ou
elas proprias polimerizam-se sob o substrato [ALLARA, 1995]. Um tipico exemplo do
primeiro caso sdo as SAMs de tidis sob eletrodos de ouro, o que envolve a interacao
especifica de coordenagédo enxofre-ouro como a principal forga motriz para a
organizagcdo de compostos organossulfurados da solugdo ou fase gasosa a
superficie de ouro [ULMAN, 1996; LOVE, 2005]. Para o ultimo caso, SAMs a base
de silano (SiH4) sdo usadas para a modificagdo de superficies de silicio cobertas
com um filme de éxido [RUBINSTEIN, 2007]. A esséncia desses processos de auto-
organizagao é que nenhuma intervencao externa € necessaria para guiar o processo
uma vez que o processo de organizacgao inicia [ALLARA, 1995].

E possivel sintetizar varias moléculas, nas quais estruturas pré-designadas
estdo codificadas especificamente com as regras necessarias para a organizagao
molecular. Isso se assemelha as biomoléculas na natureza, como se o DNA ou as
proteinas estivessem codificadas por especificidade estrutural para expressar suas
funcdes. No caso de SAMs de alcanotiois, o cdédigo é fixado em duas partes
estruturais, que sdo um substituinte tiol e uma cadeia de alcanos. O substituinte tiol
€ um ligante eficaz em superficies especificas, como o ouro, para que as moléculas

componentes possam ser quimicamente adsorvidas da solugdo ou fase gasosa
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[RUBINSTEIN, 2007]. A cadeia de alcanos forma a monocamada e serve como
unidade estrutural que permite a organizagdo espontanea da monocamada
fortemente empacotada através de interacbes do tipo van der Waals entre as
cadeias de alcanos [ALLARA, 1995]. A estrutura esquematizada de uma SAM de

alcanotidis € mostrada na Figura 3:

Espessura do filme

= Cadeia de alcanos

Grupo principal

Substrato

Figura 3: Estrutura esquematizada de uma SAM de alcanotidis (C12-SAM) em ouro (adaptado de
RUBINSTEIN, 2007).

O ouro é o substrato mais frequentemente usado. Ao contrario de outros
metais, o ouro ndo forma 6xidos em sua superficie rapidamente e, em adigao, ele
nao é contaminado mesmo apos sua exposicao a atmosfera, devido a sua inércia e
interacdes ibnicas [LOVE, 2005]. Esta caracteristica em particular € de importancia
em aplicagdes biolégicas de SAMs adsorvidas quimicamente em ouro, com sua
biocompatibilidade [RUBINSTEIN, 2007] com células e proteinas. De fato, a
aderéncia de células a superficie de ouro pode funcionar efetivamente sem
evidéncias de toxicidade [LOVE, 2005].
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2.4.1 Técnicas de preparacao de SAMs de alcanotidis em ouro

A caracteristica mais marcante das SAMs é a sua facil preparacdo. As SAMs
sao facilmente obtidas pela exposi¢ao da superficie limpa de ouro a uma solugao de
um composto organossulfurado numa concentracdo de 0,01 a 1 mmol L™ por um
periodo adequado, usualmente de poucos minutos a 1 dia, dependendo da estrutura
do composto e do propdsito da formacdo da SAM. Se uma monocamada mais
ordenada é necessaria, o tempo de imersdo deve ser mais longo. O processo de
formacao da SAM é determinado pela energia e pela cinética de adsor¢ao da SAM
[SCHREIBER, 2000]. Consequentemente, isto pode depender da estrutura do
composto organossulfurado, sua concentracdo na solucdo e da polaridade e
estrutura do solvente utilizado. O solvente mais usado € etanol mas as SAMs podem
ser preparadas usando-se varios solventes, como hexadecano, iso-octano,
tetracloreto de carbono, ciclo-octano, tolueno, tetrahidrofurano, acetonitrila, e
dimetilformamida. N&do obstante, as SAMs geradas com estes solventes apresentam
quase o mesmo comportamento macroscopico em suas caracteristicas, como
molhabilidade e espessura [RUBINSTEIN, 2007].

2.4.2 Quimica e energia de formacao de SAMs de alcanotidis em ouro

Ao preparar-se uma SAM em ouro pelo método de deposi¢cdo em solugao, &
dificil decidir as condi¢des de preparagao mais apropriadas em termos de solvente,
concentracdo da solugdo do componente, temperatura de adsor¢ado e tempo de
imersao. Isso ocorre porque as diferentes estruturas e propriedades dos compostos
organossulfurados por si sé influenciam fortemente a energia e o mecanismo de
formacdo da SAM na superficie. Entender a quimica de formagao da SAM, mesmo
no caso de modelos simples de alcanotidis, fornece pistas realmente uteis para a
escolha das melhores condigdes de preparacédo. Aqui, serdo descritas as questbes
fundamentais mais relevantes a quimica e energia de formagdo de SAMs de
alcanotidis em ouro, uma vez que estes tém sido os mais investigados até agora. A

reacdo de adsorgao de alcanotidis a superficie de ouro pode ser formalmente
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considerada como uma adi¢ao oxidativa de S-H ao ouro, provavelmente através do
atomo de hidrogénio na superficie, seguido pela eliminagcédo redutiva de hidrogénio
[ULMAN,1996].

As energias livre de dissociagéo para o processo de quimissor¢ao de RSH ao
ouro sdo as seguintes: RS-H (87 kcal mol™"), RS-Au (-40 kcal mol™), e 1/2H-H (-52
kcal mol') [RUBINSTEIN, 2007]. Consequentemente, a energia livre da reacéo
global pode ser calculada como sendo de -5 kcal mol™, o que significa que a reacgéo
de quimissorgao € um processo exotérmico.

A interacdo ouro-composto organossulfurado envolve dois regimes de
adsorcgao, fisissorcdo e quimissorgado. A primeira interacdo se da entre a superficie
de ouro e o adsorbato, e a ultima interagdo provém da ligagdo quimica entre o grupo
de moléculas de enxofre do topo e a superficie de ouro. Schreiber et al.
[SCHREIBER, 2000] compararam quantitativamente esses dois tipos de interacdes
considerando varias estruturas de alcanos e os correspondentes alcanotidis. A
energia de fisissorgdo para o decanotiol (C10) no ouro (~25 kcal mol™") pode ser
comparada a correspondente energia de quimissorcdo (~30 kcal mol™”) devido as

contribuicdes aditivas das interagdes de van der Waals da cadeia carbdnica.

2.4.3 Mecanismos de crescimento das SAMs

O entendimento do processo de crescimento das SAMs, assim como a
energia de sua formacédo, € de fundamental importancia para o avango da fisico-
quimica de auto-organizagdo molecular e também para a preparagao de varias
SAMs estruturadas em ouro. A energia de formacao das SAMs tem impacto direto
no crescimento das mesmas.

Bain et al. [BAIN, 1989] estudaram a cinética das SAMs de alcanotidis em
ouro em solugao etandlica. Os resultados revelaram que ao menos dois regimes
cinéticos distintos podem ser caracterizados no processo de formagao das SAMs. O
primeiro regime, uma etapa extremamente rapida que se da dentro de poucos
minutos e ¢é fortemente dependente da concentragdo da solugdo usada nas
medidas, pode ser descrita aproximadamente pela curva de crescimento de

Langmuir para adsorg¢ao. O segundo regime, constitui uma etapa lenta na qual as
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propriedades macroscopicas finais da SAM sao alcangadas apenas apos diversas
horas. Neste regime, presume-se que a cadeia alquil passa de um estado
desordenado a células unitarias ordenadas [ULMAN, 1996; SCHREIBER, 2000]. O
primeiro regime corresponde ao processo de adsorgdo ao ouro, no qual as cadeias
alquil possuem um grande numero de defeitos gauche em sua superficie. No
segundo regime, o crescimento e o ordenamento da monocamada seguem o
primeiro regime. A diferenca na escala de tempo destes dois regimes é de no
minimo 2 ordens de magnitude [RUBINSTEIN, 2007]. Durante o segundo processo,
as cadeias alquil estdo altamente ordenadas e organizadas. Um processo
subsequente ocorre a uma velocidade 35 vezes menor que O processo de
arrumacgado das cadeias. Enquanto o processo de auto-organizagdo em solugéo
continua, filmes mais espessos que apenas uma monocamada sao formados,
indicando que um processo de fisissorgdo prossegue continuamente para os filmes
de monocamada. Portanto, as camadas fisissorvidas produzidas pela imersao por
longos periodos numa solugdo etandlica tém de ser removidas por uma lavagem
com etanol apos o procedimento de imersédo. Este procedimento de rinsagem com
um solvente é indispensavel para o procedimento de preparacdo de SAMs numa
superficie de ouro [RUBINSTEIN, 2007].

2.5 Cinética quimica

A segunda lei da termodindmica estabelece o carater espontaneo ou nao-
espontaneo de um determinado processo, incluindo reagdes quimicas. Porém, ela
nao faz referéncia ao tempo necessario para que um processo Oou reagao
espontanea se realize. Em vista desta limitacdo da termodinamica, precisa-se de
uma nova abordagem que incorpore a variavel tempo a descrigdo dos fenbmenos,
abordagem esta que é fornecida pela cinética. A cinética quimica prediz com que
velocidade os processos quimicos ocorrem e, por isso, a variavel tempo ocupa papel
central. O estudo da cinética das reag¢des quimicas tem por objetivo a correlagéo
matematica de dados experimentais, visando estabelecer hipoteses sobre os fatores
determinantes da velocidade de uma reacao e elucidar os mecanismos de reacao
envolvidos [NETZ, 2002].
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Como exemplo da informagao que pode ser obtida a partir das constantes de
velocidade, considera-se o caso da formacao de radicais hidroxila a partir de H,O
na presenca de ions Fe?* ou Cu* [HALLIWELL, 2007]:

H,0, + Fe* —— Fe* + HO™ + HO®
k=76 M's*

(17)

H,0, + Cu* —— Cu® +HO" + HO" “8)
k =4,7x10° Ms*

Se concentragdes iguais de H,O, sdo misturadas com iguais concentragdes
de Fe** e Cu*, a velocidade de formagdo de HO® com Cu* sera 61,8 vezes maior
(4,7><1O3/76). Valores de constantes de velocidade podem ser aplicados para se ver
0 quéo rapido uma reacao in vivo pode ocorrer. Assim, mesmo reacgdes com baixas
constantes de velocidade podem ser biologicamente importantes se elas produzirem
produtos altamente reativos, como o HO* [HALLIWELL, 2007].

A definicdo de velocidade de reacao € de fundamental importancia na cinética
quimica. Diz-se que a velocidade da reagao € a variagao de concentracido de uma

espécie em relagdo ao tempo, ou seja, para uma reagao genérica do tipo

A— B, (19)

a velocidade com que o reagente A desaparece € igual a velocidade com que o
produto B é formado e define a velocidade de reagao (v) [SCHWETLICK, 1973;
NETZ, 2002]:

- AlAT_ AlB]

20
At At (20)

A velocidade, tal como definida pela Equacdo 20, € na verdade uma
velocidade média (Vmeq), poOis contempla um intervalo definido de tempo At, no qual

a concentragcao de A sofre uma diminuicdo equivalente a A[A]. Na definicdo de

velocidade para uma reagao mais complexa, deve-se considerar a estequiometria da
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reacao. A velocidade de uma reacgao é igual as taxas de variagcdo das concentragcdes
das espécies participantes, divididas pelos respectivos coeficientes
estequiométricos. Devido a estequiometria da reacgado, esta relagdo vale igualmente

para qualquer espécie [NETZ, 2002]. Assim, para a reagao genérica:
aA+bB —— cC+dD, (21)
a velocidade da reacao sera:

Aa[A]_ 1a[B]
a At b At

AlC]
At

A[D]
At

= 1 = 1 (22)
c d

Esta variagdo sera negativa (diminuicdo) para os reagentes A e B, e positiva
(aumento) para os produtos C e D, e essa variagao pode ser determinada tanto por
meio de meétodos quimicos, fisicos como fisico-quimicos (como, por exemplo,
variacéo de pH, volume, pressao, condutividade, absorvancia e fluorescéncia). Para
fins de analise de estabilidade, é bastante frequente expressar os resultados de um
estudo cinético em termos de tempo de reagdo médio ou tempo de meia-vida (tsoe
ou tqp), isto é, o tempo necessario para que a concentragdo de reagente seja a
metade do valor inicial [NETZ, 2002].

2.5.1 Leis cinéticas

A velocidade de uma reagao depende de uma série de fatores, como natureza
dos reagentes, concentragdo, pressado, temperatura, estado de agregacao, etc.
Assim, a cinética busca estudar estes fatores e, com isso, aumentar o entendimento
sobre como um determinado processo ocorre [NETZ, 2002]. Considerando
novamente reagdo genérica aA+bB —— cC+dD, a velocidade de reagao

depende, via de regra, da concentragao dos reagentes:

v=k[A]'[B], (23)
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onde k é a chamada constante de velocidade de reacdo e os indices x e y estédo

relacionados a forma como a velocidade depende das concentracbes, e sao

chamados de ordens (parciais) de reacdo [NETZ, 2002]. A soma de x e y € a
ordem (global) da reacgdo. Entretanto, x e y ndo sdo necessariamente iguais aos

coeficientes estequiométricos (a e b) da reagcdo quimica balanceada. Determina-se a
ordem de reagao a partir de dados experimentais, considerando apenas a(s)
substancia(s) de cuja concentragdo depende a velocidade de reacdo e que sofrem
uma variagao relativa significativa durante a reagédo. Na pratica, as mais importantes
sdo as reagbes de ordem zero, primeira e segunda ordens [SCHWENTLICK, 1973;
NETZ, 2002].

2.5.1.1 Reacgbes de ordem zero

Na lei cinética de ordem zero, a velocidade € uma constante, independente
das concentragbes dos reagentes. A concentragcdo decresce linearmente com o
tempo. Neste processo, o tempo de meia-vida é diretamente proporcional a
concentragédo inicial (Equagao 26). Ja que a diminuicdo de [A] € uma funcéo linear
do tempo, a concentracdo de A, para um determinado momento, € dada pela
equacao [NETZ, 2002]:

[A] = [A], -kt (24)

onde k é igual ao coeficiente angular (inclinagdo) e a concentragao inicial,
[A]o, € o coeficiente linear (intersecéo).

O valor de k representa a velocidade de reagao e [A]o a concentragao inicial
de reagente no tempo zero. Apesar da inclinagdo da reta resultante ser sempre

negativa (—k ), a constante de reagao é invariavelmente positiva.
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Se v =k, entao:

[A] = [A], -kt (25)

1
== 26
by K 2 (26)

2.5.1.2 Reacgbes de primeira ordem

Na lei cinética de primeira ordem, a velocidade depende da concentracao do
reagente, a qual varia de modo exponencial com o tempo (Figura 4a), de forma que

a representagao grafica do logaritmo da concentragdo contra o tempo resulta em
uma reta (Figura 4b) [NETZ, 2002].

a b

[A] In [A]

t

t

Figura 4: Reagao de primeira ordem. (a) representagéo linear da concentragéo; (b) representagéao
logaritmica da concentragéo.

Na representacédo logaritmica, a relacdo entre concentragcdo de reagente e
tempo é dada pela equacgao:
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In[A] = -kt +In[A], (27)

Sendo que o coeficiente linear corresponde a expresséo logaritmica da
concentragdo no tempo zero (In [A]o) e o coeficiente angular a constante de
velocidade de reagao k [SCHWENTLICK, 1973; NETZ, 2002].

Nesse caso, o tempo de meia-vida depende somente do valor de k, e ndo da
concentragdo inicial de reagente (Equacdo 29). Assim, sempre havera uma

quantidade (ainda que infima) do reagente remanescente no meio reacional.

Como v = k[A], segue-se que:

[A] = [A],e™ = In% = —kt (28)
In2
k

by = —— (29)

2.5.1.3 Reagdes de segunda ordem

Na lei cinética de segunda ordem, ha a dependéncia da velocidade com o
quadrado da concentragdo do reagente, de modo que um grafico do inverso da
concentragdo versus o tempo resultara numa linha reta (Figura 5). Nesse caso, o
tempo de meia-vida € inversamente proporcional a concentragdo inicial (Equacéo
31) [SCHWENTLICK, 1973; NETZ, 2002].
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Figura 5: Reagéo de segunda ordem.

Para uma cinética de segunda ordem, temos que v = k[A]z, o que implica:

11w (30)
[A]  [A]
1

by, = —] (31)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacgéao

Potenciostato:

- .-AUTOLARB Il (Eco-Chemie);

- 663 VA Stand (Metrohm);

- Eletrodo de referéncia: Ag/AgCI/KCI 3 mol L™;
- Contra eletrodo — Carbono vitreo;

- Eletrodos de trabalho — eletrodo de grafite impregnado com parafina (PIGE)

e eletrodo de disco de ouro (3 mm de diametro, Metrohm)

Espectrofotdmetro UV-visivel (Hewlett Packard 8453) com arranjo de diodos e
SPECORD 50 (Analytik Jena);

Fluorimetro Victor 2 (Perkin Elmer);

Balanca Analitica Sartorius com quatro casas de precisao;
Purificador de agua Milli-Q (Millipore);

pHmetro Hanna;

Banho termostatizado Dubnoff TE-053.

3.2 Reagentes e solucgdes

No preparo das solugdes, foram utilizados agua purificada em sistema Milli-Q

(resistividade de 18,2 mQ.cm™) e reagentes de grau analitico.
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3.3 Amostras

Neste trabalho, cinco plantas medicinais foram escolhidas como objeto de
estudo: Matricaria chamomilla L., Psidium guajava, Achyrocline satureoides,
Baccharis genistelloides e Cymbopogon citratus. Optou-se por estas plantas pelo
fato de haver relatos sobre a sua capacidade antioxidante [MELO, 2001;
GUGLIUCCI, 2002; MOREIRA, 2003; VERDI, 2005; VERZA, 2007; FIGUEIRINHA,
2008; GUTIERREZ, 2008; RATTANACHAIKUNSOPON, 2010] e também por todas
elas serem facilmente encontradas no estado do Rio Grande do Sul. Seus usos
tradicionais, forma de utilizagdo e contra-indicagbes sugeridos pela ANVISA
encontram-se na Tabela 7.

Amostras das 5 plantas medicinais foram coletadas na cidade de Santa Maria
(Rio Grande do Sul, Brasil) em janeiro de 2008 e janeiro de 2010. As amostras foram
secadas a 40°C por 24 h, maceradas (exceto as amostras de A. satureoides) e
guardadas em plasticos ao abrigo da luz até o seu uso.

Quatro amostras da planta M. chamomilla L., 5 amostras de A. satureoides, 4
amostras de B. genistelloides e 2 amostras de C. citratus foram adquiridas no

comercio na cidade de Rio Grande (Rio Grande do Sul, Brasil).

3.3.1 Preparacgao dos extratos

Os extratos aquosos das plantas em estudo foram preparados pela infusao de
1,00 g da folha seca em 50 mL de agua purificada a 70°C por 30 min. Os extratos

foram filtrados em papel filtro e armazenados em geladeira para posterior uso.



Tabela 7: Plantas medicinais estudadas: seus nomes populares, usos tradicionais, vias de administragdo, contra-indicagdes e efeitos adversos [ANVISA —

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br>. Acesso em jun. 2010].

Nomenclatura Nomanclatura Parte Via Alegacgdes Contra-indicagbes Efeitos adversos Informacdes
botanica; popular utilizada adicionais
Familia
Achyrocline Macela; Sumidades Oral Ma digestéoe 00000 —— e e
satureoides; Marcela; floridas célicas intestinais;
Asteraceae Marcela do como sedativo leve;
campo e como anti-
inflamatério
Baccharis Carqueja; Partes Oral Dispepsia Nao utilizar em O uso pode causar ~ -—---
genistelloides; Carqueja aéreas (Disturbios da gravidas, pois pode hipotenséo (queda
Asteraceae amarga digestao) promover contragdes da presséao)
uterinas. Evitar o uso
concomitante com
medicamentos para
hipertensao e
diabetes
Cymbopogon  Capim santo;  Folhas Oral Cdlicas intestinaise -~ Pode aumentar o
citratus; Capim limao; uterinas. Quadros efeito de
Poaceae Capim cidro; leves de ansiedade medicamentos
Cidreira; e insénia, como sedativos (calmantes)
Capim calmante suave
cidreira
Matricaria Camomila Flores Oral Colicas intestinais. - Podem ocorrer -
chamomilla L.; Quadros leves de reagOes alérgicas
Asteraceae ansiedade, como ocasionais. Em
calmante suave caso de superdose,
pode ocorrer 0
aparecimento de
nauseas, excitagao
nervosa e insbnia
Toépico Contusbesedos - o Nao aplicar a

processos
inflamatorios da
boca e gengiva

infusdo na
regido proxima
aos olhos


http://portal.anvisa.gov.br/

Psidium
guajava;
Mystaceae

Goiabeira

Folhas
jovens

Oral

Topico

Diarréias nao
infecciosas

Pele e mucosas
lesadas, como anti-
séptico

Nao utilizar
continuamente

53
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3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Determinacdo da capacidade antioxidante de extratos de plantas

medicinais pelo método do DPPH*

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método do DPPH® foi
realizada de acordo com o método de Al Fatimi et al. [AL FATIMI, 2007]. Mistura-se
500 pL do extrato de planta, 375 uL de etanol e 125 pyL de uma solugao etandlica de
DPPH* 1x10 mol L. As concentracdes dos extratos na reacdo eram 100, 200 e
1000 mg L™. A solugéo era mantida ao abrigo da luz e a absorvancia da solugdo era
lida ap6s 30 min a 517 nm utilizando-se etanol como branco. Os resultados para a

capacidade antioxidante (CAO) obtida sdo expressos de acordo com a equagao 32:

CAO (%) = |:(A:0ntr::i - A%mostra )j| x 100 (32)
ontrole

onde A, ... € a diferenca de absorvancia da solucdo da amostra com e sem

DPPH*, e A,... € @ absorvdncia da solugdo de DPPH® na auséncia de

antioxidantes. Utilizou-se acido ascoérbico em concentragdes variando de 10 a 1000

mg L™ como controle positivo.
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3.4.2 Estudo eletroquimico do poder antioxidante de extratos de plantas

medicinais

3.4.2.1 Ataque radicalar a um composto redox ativo imobilizado sobre a

superficie de um eletrodo

Neste estudo, utilizou-se riboflavina (RF, Lancaster) como composto redox, e
o eletrodo de grafite impregnado com parafina (PIGE) como eletrodo de trabalho.
Primeiramente, é necessario fazer a limpeza do PIGE, sendo que esta etapa é de
fundamental importancia para a medida eletroquimica. A melhor forma de limpar o
PIGE é friccionar sua superficie sobre um papel filtro. O eletrodo deve ser polido
mantendo-o perpendicular a superficie do papel para evitar o arredondamento das
laterais. A superficie do eletrodo deve ser mantida plana, pois isto ajuda bastante
nas operagdes de limpeza subsequentes. Os resultados da limpeza devem ser
conferidos obtendo-se um voltamograma do branco (tamp3o acetato 0,1 mol L™, pH
4,6), o qual ndo deve apresentar picos. Sem isto, ndo ha como assegurar que a
resposta da medida da amostra é causada apenas pela amostra em questdo, e nao
como resultado de medidas anteriores. O melhor movimento para polir a superficie
do eletrodo é escrever o numero “8” sobre o papel, mantendo, entretanto, o eletrodo
0 mais ereto possivel. Devido a limpeza e polimento da superficie do eletrodo, o
PIGE diminuira gradualmente de tamanho depois de cada experimento. Entretanto,
isso ndo tem nenhum efeito significativo sobre a medida, sendo que cada eletrodo
pode ser usado inumeras vezes. Em contraste com outras aplicagdes voltamétricas,
somente a superficie circular da ponta do PIGE entra em contato com a solugéo do
eletrdlito. Isso garante que a area superficial do eletrodo seja a mesma de
experimento para experimento. Além disso, o baixo contato da superficie do eletrodo
com a solucao do eletrélito minimiza a penetragcao do eletrélito no corpo do eletrodo,
além de diminuir a linha base e aumentar a relacao sinal/ruido [CARVALHO, 2010].
O filme de RF sob o PIGE foi preparado a partir de uma solugéo de RF 1x10™ mol L’
"'em H,S0, 0,1 mol L™". A adsorcao da riboflavina foi feita pela variacdo do potencial

(20 ciclos) de 0,1 a -0,6 V a uma velocidade de varredura de 100 mV s numa
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solugdo de tampao acetato 0,1 mol L™ (pH 4,6). Registra-se entdo um voltamograma
ciclico, em que se observa um sinal redox referente a adsorgcao de RF. Apds isso, o0
eletrodo é lavado com agua e introduzido numa solucdo de Fe** contendo o extrato
de planta. A reacao de Fenton ¢ iniciada com a adicdo de H20,, e o PIGE é exposto
a essa solugao pelo tempo de 1 min. A solucdo de Fenton foi sempre recém-
preparada, a partir de sulfato de ferro(ll) e aménio (Merck) e HO2 30% (vlv,
Degussa). A proporgao de Fe?*:H,0, foi de sempre 1:1 (100 mmol L'1). A reacao da
solugédo de Fenton com o eletrodo contendo RF adsorvida é finalizada removendo-se
o PIGE da solugdo e lavando-o com agua. O resultado referente ao ataque de
Fenton é monitorado medindo-se o decréscimo do sinal do pico anddico da RF
adsorvida ao PIGE. Todo o processo (ataque de radicais HO gerados pela solugéo
de Fenton por 1 min e registro do voltamograma ciclico da RF adsorvida ao PIGE) foi
repetido 6 vezes usando-se a mesma RF adsorvida, a fim de se obter o grau de
dissolucdo da RF para cada amostra de extrato de planta. Finalizado todo esse
processo, ha a regeneragdo da superficie do PIGE através de polimento, como

descrito anteriormente.

3.4.2.2 Ataque radicalar a um composto eletroquimicamente inativo
imobilizado sobre a superficie de um eletrodo e posterior quantificacdo de um par

redox em solucao

Neste estudo, utilizou-se [Ru(NHs)s]Cls (Acros) como composto redox e
eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho. O eletrodo de ouro foi limpo antes de
cada experimento por 3 diferentes tratamentos: (i) o eletrodo recebe um tratamento
quimico, através de sua imers&o por 3 min. numa solugéo piranha (H2SO4/H>0, 3:1);
(ii) o eletrodo é lavado com agua e € entdo manualmente polido com alumina e
lavado com etanol para remover particulas residuais de alumina que possam ter
ficado na superficie do ouro e, finalmente; (iii) o eletrodo passa por um tratamento
eletroquimico, que consiste em 100 ciclos de 0,0 a 1,8 V numa solucdo de H,SO4
0,5 mol L™ a 500 mV s™. A SAM é preparada pela imers3o do eletrodo numa solucéo

etandlica de hexanotiol (Aldrich) 20% (v/v) por 15 min. O eletrodo recoberto pela
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SAM é lavado com etanol e agua, e, finalmente inserido numa solugédo de
[Ru(NHs)s]** 1x10° mol L. Registra-se, entdo, um voltamograma ciclico, no qual se
observa a auséncia do sinal do par redox. Apds isso, o eletrodo € lavado com agua e
introduzido numa solucédo de Fe?* contendo o extrato de planta. A reacdo de Fenton
€ iniciada com a adicado de H,O., e o eletrodo é exposto a essa solugcao pelo tempo
de 5 min. A solugdo de Fenton foi sempre recém-preparada, a partir de sulfato de
ferro(ll) e aménio e H,0, 30% (v/v). A proporcdo de Fe?*:H,O, foi de sempre 1:5
(100:500 mmol L™). A reagdo da solugdo de Fenton com o eletrodo modificado é
finalizada removendo-se o eletrodo da solugdo e lavando-o com etanol e agua. O
resultado referente ao ataque de Fenton € monitorado medindo-se 0 aumento do
sinal do pico anddico do par redox [Ru(NH3)5]3+. Todo o processo (ataque de radicais
HO gerados pela solugéo de Fenton por 5 min e registro do voltamograma ciclico do
par redox [Ru(NHs)e]**) foi repetido 6 vezes usando-se a mesma SAM, a fim de se
obter o grau de destruicdo da SAM para cada amostra de extrato de planta.
Finalizado todo esse processo, ha a regeneracéo da superficie do eletrodo de ouro

por polimento mecanico, lavagem e condicionamento eletroquimico.

3.4.3 Determinagdo da capacidade antioxidante in vitro contra radicais

peroxila em amostras de extratos de plantas e compostos fendlicos

A determinacdo da capacidade antioxidante contra radicais peroxila é
avaliada através da deteccdo indireta de ERO na presenca e na auséncia de um
gerador radicalar. Em uma placa branca contendo 96 pogas, 10 uL do extrato de
cada planta a uma determinada concentracao (preparado conforme a seg¢ao 3.3.1)
foi pipetado em 6 pocas. O tampao de reacdo (127,5 L) contendo 30 mmol L™ de
HEPES (Acros, pH 7,2), 200 mmol L™ de KCl e 1 mmol L' de MgCl, (Isofar) foi
adicionado as pocas. Em trés das pocas para cada amostra, adicionou-se 7,5 pyL de
cloreto de 2,2-azobis (2-metilamodinopropano) (ABAP, 4 mmol L™, Aldrich). Nas
outras 3 pogas, o mesmo volume de agua ultrapura foi adicionado. Apds isso, a
placa foi colocada no fluorimetro, programado para manter uma temperatura de
37°C. Nesta temperatura, ha a producdo de radicais peroxila pela

termodecomposicdo do ABAP [AMADO, 2009]. Imediatamente antes da leitura de
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fluorescéncia, adiciona-se em todas as pocas 20 uL de diacetato de 2',7’-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) previamente desacetilado (se¢do 3.4.3.1.1) numa
concentragdo de 16 pmol L™'. O DCFH desacetilado é oxidado por ERO ao composto
fluorescente DCF, que é detectado nos comprimentos de onda de 485 e 520 nm,
para excitacdo e emissao, respectivamente. A decomposi¢ao térmica do ABAP e

consequente formagao de ERO é monitorada por 30 min, com leituras a cada 5 min.

3.4.3.1 Desacetilacdo quimica do DCFH-DA

Para a desacetilagdao quimica do DCFH-DA [TAKANASHI, 1997], mistura-se
0,5 mL de uma solucgdo etandlica de DCFH-DA 5 mmol L' com 2,0 mL de uma
solugdo de NaOH 0,01 mol L' em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds 30
min, adiciona-se 10 mL de tamp&o fosfato 25 mmol L (pH 7,4) e armazena-se a
solucdo no gelo. Desta solugdo, dilui-se 2,6 mL em 6,0 mL de etanol, e armazena-se

em gelo até seu uso.

3.4.4 Determinacdo da concentragao de ERO intracelular

Para os ensaios in vivo, utilizou-se hepatdocitos do peixe zebra (Danio rerio),
expostos por 4 horas aos extratos das plantas P. guajava e C. citratus (melhor e pior
desempenho in vitro, respectivamente, segundo o método fluorimétrico), nas

concentracdes de 100, 200 e 1000 mg L.

3.4.4.1 Protocolo de exposicdao de hepatdcitos aos diferentes extratos de

plantas

(i) Homogeneizou-se toda a suspensao celular e completou-se com volume

necessario de meio de cultura RPMI para preencher as pocas da placa de cultura
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para o experimento (24 pogas) com 300 puL de suspensdo celular (z 2x10°
células/mL);

(i) Preencheu-se as pogas com 500 pL de meio RPMI e deixou-se as células
aderirem por 24 h;

(i) Apdés 24 h de adesado, preparou-se solugbes para diferentes
concentracdes dos extratos de plantas nas pocas;

(iv) Retirou-se delicadamente o meio RPMI de cada poga com a pipeta, e
lavou-se cuidadosamente cada poca 2 vezes, com aproximadamente 500 yL de uma
solugédo de tampéo fosfato (PBS). Todo este procedimento deve ser realizado com
muito cuidado para ndo arrancar células aderidas das pocas.

(v) Completou-se as pocas com meio de cultura e o volume de extratos
correspondentes para os ensaios (volume minimo de 400 pL por poga e uma
diluicdo do meio com a solugdo de exposigdo no maximo de 7 vezes) e levou-se as
placas para a estufa a 28°C durante o tempo estipulado de exposicéo (4 h).

(vi) Montagem das pocgas:

a) apos o tempo pré-determinado (4 h) para exposi¢ao, retirou-se as placas
da estufa e estas foram levadas a capela de fluxo para encerrar a exposicao;

b) retirou-se o meio de cultura de todas as pocgas;

c) lavou-se cada poga com PBS 2 vezes;

d) adicionou-se 200 uL de tripsina por poga e deixou-se agir por 3 minutos na
estufa a 28°C;

e) adicionou-se 400 L de meio de cultura para cortar a agéo da tripsina;

f) as células de cada poga foram suspensas em um tubo eppendorf (1 tubo
para cada poga);

g) centrifugou-se os tubos por 5 minutos a 1100 rpm;

h) retirou-se o sobrenadante com muito cuidado para nao puxar o pellet;

i) para as pogas que foram utilizadas na determinacdo do n° de células por
absorvancia (ABS) e no ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-
diphenyltetrazolium), o pellet foi ressuspendido em 400 pL de meio de cultura;

j) reservou-se 200 pL para dosagem de ABS em 630 nm (numero de células)
(secédo 3.4.3.2.2).

k) reservou-se 200 pL para dosagem por MTT (secgao 3.4.3.2.3).

I) para as pogas que foram utilizadas para ERO (fluorescéncia), o pellet foi
ressuspendido em PBS + DCFH-DA (secéo 3.4.3.2.4).
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3.4.4.2 Determinagcédo do numero de células por ABS em 630 nm

(i) Foram feitos 4 pools (A, B, C, D) com duas pocas cada. Total de pools: 4,
com 800 uL em cada um.

(i) Retirou-se uma aliquota de 30 pL de cada pool (A, B, C e D) para
contagem de células por microscopia.

(iif) De cada pool fez-se diluicbes seriadas:

(a) pools 100% (sem diluir);

(b) pools 75 % (pegou-se 150 uL de cada pool 100 % e adicionou-se 50 uL de
meio de cultura, ou 225 uL de cada pool 100 % e adicionou-se 75 pyL de meio de
cultura);

(c) pools 50% (pegou-se 300 pL de cada pool 100% e adicionou-se 300 uL de
meio de cultura);

(d) pools 25 % (pegou-se 300 uL de cada pool 50 % e adicionou-se 300 uL de
meio de cultura).

(d) todas as amostras foram lidas (placa transparente de 96 pogas) no
espectrofotometro a 630 nm, colocando-se em cada poga 200 pL da suspensao

celular dos tratamentos e dos pools, ou de meio de cultura (brancos).

3.4.4.3 Determinacéao da viabilidade por MTT

(i) Pegou-se os 200 pL indicados na segao 3.4.3.2.1 e pipetou-se em placa
transparente de 96 pocas, reservando-se 3 posi¢des para os brancos.

(ii) Adicionou-se 20 uL da solugdo de MTT (4 mg dissolvidas em 800 uL de
PBS). Importante: manipular o MTT no escuro.

(iif) Incubou-se as placas por 30 minutos, cobrindo-as com papel aluminio a
28 °C (escuro)

(iv) Centrifugou-se a placa 7 min a 1100 rpm.
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(v) Descartou-se cuidadosamente o sobrenadante, para que os cristais de
formazan nao fossem descartados junto.

(vi) Adicionou-se 200 yL de DMSO puro em todas as pogas, inclusive nas
posicdes dos brancos, as quais levaram apenas DMSO.

(vi) Em cada poga fez-se “up and down” com a pipeta para dissolver os
cristais de formazan, e, delicadamente, para que nao se formassem bolhas.

(viii) Leu-se no espectrofotémetro a 490 nm.

3.4.4 .4 Determinacao de ERO

(i) Nas pogas que foram utilizadas para ERO (fluorescéncia), o pellet foi
ressuspendido em PBS + DCFH-DA imediatamente antes da leitura em placa branca
de fluorimetro.

(i) Dissolveu-se 1 mg de DCFH-DA em 922 pL de etanol gelado (Solucéo
estoque),

(iii) Diluiu-se a solucao estoque 100 vezes em PBS, em um volume final
suficiente de 550 pL para cada eppendorf,

(iv) Ressuspendeu-se o pellet de cada eppendorf em 550 uL de PBS + DCFH-
DA, e preencheu-se a placa de fluorimetro em triplicata (160 uL/poca, em triplicata).
Para os brancos usou-se apenas PBS (160 pL/poga, em triplicata).

(v) A leitura foi feita no fluorimetro.

3.4.5 Determinagcao da capacidade antioxidante in vitro contra radicais

hidroxila em amostras de extratos de plantas e compostos fendlicos

A determinagdo da capacidade antioxidante contra radicais hidroxila é
avaliada através da deteccao indireta de ERO na presenga e na auséncia de H;0,.
Em uma placa branca contendo 96 pocas, 10 uL do extrato de cada planta a uma
determinada concentragao (preparado conforme a sec¢ao 3.3.1) foi pipetado em 6

pocas, assim como 20 pL de FeSO47H,0 (825 pmol L™). Agua ultrapura (95 pL) foi



62

adicionada as pogas. Em trés das pogas para cada amostra, adicionou-se mais 20
uL de agua. Nas outras 3 pocas o mesmo volume de H.O; (4,125 mmol L™) foi
adicionado imediatamente antes da leitura de fluorescéncia. A placa foi colocada no
fluorimetro, programado para manter uma temperatura de 25°C, e foi adicionado em
todas as pogas 20 yL de DCFH-DA previamente desacetilado (secéo 3.4.3.1.1). O
DCFH desacetilado é oxidado por ERO ao composto fluorescente DCF, que é
detectado nos comprimentos de onda de 485 e 520 nm, para excitacao e emissao,
respectivamente. A formacdo de ERO ocorre pela reacdo de Fenton (Fe2+/H202

100:500 pmol L") e, apds 5 min, faz-se a leitura da fluorescéncia das amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos proximos capitulos serdao descritos os resultados envolvendo o estudo de
meétodos in vitro e in vivo para a determinacdo da capacidade antioxidante de
extratos de plantas medicinais (Matricaria chamomilla L., Psidium guajava,
Achyrocline satureoides, Baccharis genitelloides e Cymbopogon citratus). Os
resultados obtidos permitirdo um estudo comparativo destas plantas quanto a sua
capacidade antioxidante contra radicais peroxila e hidroxila, empregando
metodologias independentes e, no caso das metodologias usadas para
determinacao da capacidade antioxidante contra radicais hidroxila, a geragao deste
radical se faz de forma semelhante (a partir da reacdo de Fenton). Num primeiro
momento, testou-se uma nova forma para a detec¢ao de radicais hidroxila usando
um procedimento eletroquimico no qual os radicais destroem uma camada
imobilizada sob a superficie de um eletrodo, e acompanha-se a variagao de um sinal
eletroquimico que se da de forma proporcional a extensao de dissolugao da camada.
Num préximo passo, testou-se a determinagdo da capacidade antioxidante contra
radicais peroxila e hidroxila através da deteccdo indireta destes radicais por
fluorimetria (ex/em: 485/520 nm), empregando DCFH-DA como substrato. O DCFH-
DA, apés sofrer desacetilagdo, pode ser oxidado por ERO, gerando fluorescéncia.
Os radicais peroxila foram gerados através da termodegradacéao do reagente ABAP
a 37°C, enquanto os radicais hidroxila foram gerados pela reagdo de Fenton.
Ensaios in vivo foram avaliados utilizando-se hepatdcitos do peixe zebra (Danio
rerio), expostos aos extratos das plantas P. guajava e C. citratus (melhor e pior

desempenho in vitro, respectivamente).
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4.1 Estudo eletroquimico do poder antioxidante de extratos de plantas

medicinais

O principio por tras dos ensaios eletroquimicos propostos baseia-se na ideia
sobre 0 que aconteceria quando radicais reativos atacassem moléculas que estao
imobilizadas sobre a superficie de um eletrodo. Para investigar tal propésito, duas
diferentes estratégias foram testadas:

a) na primeira hipoétese, utilizou-se um composto redox ativo como camada, e
acompanhou-se 0 que ocorria com seu sinal redox ao ser atacado por ERO;

b) num segundo momento, uma camada imobilizada eletroquimicamente
inerte é atacada por ERO, e acompanha-se a resposta de um par redox dissolvido
em solucao.

Em ambos os métodos, o radical livre utilizado foi o radical hidroxila, gerado a

partir da reagao de Fenton, segundo a equacgao:

Fe** +H,0, —— Fe* + HO + HO" (33)

4.1.1 Ataque radicalar a um composto redox ativo imobilizado sobre a

superficie de um eletrodo

Testou-se uma nova forma para a determinacado da capacidade antioxidante
usando-se um procedimento eletroquimico no qual os radicais destroem uma
camada molecular (RF) adsorvida sob um eletrodo (PIGE). A camada de RF, quando
apropriadamente adsorvida, gera um sinal eletroquimico reversivel e estavel na faixa
de -0,6 a 0,1 V. Apesar desta estabilidade, a RF pode ser facilmente atacada por
radicais livres gerados numa solugédo de Fenton. Quando a RF adsorvida no PIGE é
exposta a estes radicais, estes destroem a camada de RF, e a diminuicdo do seu
sinal eletroquimico é proporcional a sua dissolucdo. A figura 6 apresenta os

voltamogramas obtidos com o PIGE numa solugdo de tampao acetato 0,1 mol L
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antes da adsorcao de RF, apos a adsor¢cédo da RF e apos o ataque a camada de RF

com radicais HO produzidos numa solugao de Fenton.

8e-6
6e6 4 | Branco (tampéao acetato)
— RF
RF ap6s Fenton
4e-6

2e-6 -

Corrente / A
o

-2e-6

-4e-6

-6e-6

-8e-6 T T T T
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2

Potencial / V

Figura 6: Voltamogramas ciclicos de riboflavina adsorvida ao PIGE em uma solugcado de tampé&o
acetato 0,1 mol L™ (pH 4,6), velocidade de varredura = 100 mV s™'. (-----) sem RF adsorvida; (-----) RF
adsorvida antes do ataque de radicais hidroxila; (-----) RF adsorvida ap6s o ataque de radicais

hidroxila gerados pela reagédo de Fenton.

A figura 7 mostra o decaimento do sinal voltamétrico [LJ com o tempo de
0

reacao entre a camada de riboflavina e os radicais HO, para o controle (branco) e
quando adiciona-se acido ascérbico 0,1 mol L™ & solugdo de Fenton, enquanto a

figura 8 mostra o grafico da fungao logaritmica dos mesmos dados.
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Figura 7: Variacdo da altura do pico anddico da riboflavina adsorvida no PIGE apds o ataque de

HO® na auséncia e na presenga de um antioxidante (acido ascérbico 0,1 mol L'1) a solugao de

Fenton.

O Controle (sem antioxidante)
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0,1

20,2

-0,3 -

In (1/1,)

-0,4 -

-0,5

-0,6

Tempo / min
Figura 8: Grafico da fungéo logaritmica da variagao da altura do pico anddico da riboflavina adsorvida

no PIGE ap6s o ataque de HO® na auséncia e na presenga de um antioxidante (acido ascérbico 0,1

mol L") a solugdo de Fenton.
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Como ja descrito, a diminuigao do sinal eletroquimico da RF adsorvida sob o
PIGE serve de base para a medida indireta da interacdo dos radicais HO com a RF.
Este comportamento também permite o estudo da interacdo de espécies
antioxidantes, que, ao reagirem com os radicais HO gerados na solugao de Fenton,
retardam a diminuicdo do sinal eletroquimico da RF. Isso significa que o grau de
diminuicdo do sinal eletroquimico causado pelos antioxidantes adicionados a
solucao de Fenton, serve de base para a medida indireta da interagdo entre os
radicais HO e as espécies antioxidantes. Com isso, a quantificacdo da capacidade
antioxidante das amostras se da pelo calculo dos valores dos coeficientes angulares
das retas obtidas na figura 8. No exemplo mostrado, sdo obtidos os valores de
0,0964 e 0,0521 para o branco (controle) e para uma solugao de acido ascorbico 0,1
mol L™, respectivamente. Usando-se a equacdo 34, chega-se a um valor de 46,0%

para a capacidade antioxidante (CAO) de uma solucao de acido ascérbico 0,1 mol L
1

b

CAO (%) _ [bcontr;l)e B amostraj % 100 (34)

controle

O proximo passo foi tentar quantificar a capacidade antioxidante das cinco
espécies de plantas medicinais estudadas. A figura 9 mostra os resultados obtidos
para o extrato aquoso da P. guajava, nas concentracdes de 100, 200 e 1000 mg L™,
Curiosamente, o que se observa é um efeito pré-oxidante, uma vez que, na
presenca do extrato, os valores dos coeficientes angulares aumentam com o
aumento da concentragdo do extrato (a saber, 0,1117, 0,1428 e 0,1522 para as
concentracdes de 100, 200 e 1000 mg L™, respectivamente), o que, pela equagao

34, geraria valores negativos de capacidade antioxidante.
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Figura 9: Grafico da fungao logaritmica da variagao da altura do pico anédico da riboflavina adsorvida

no PIGE ap6s o ataque de HO® na presencga de 100, 200 e 1000 mg L" de P. guajava adicionada a
solucao de Fenton. Os valores préximos as retas correspondem aos valores dos coeficientes

angulares das mesmas.

Testes subsequentes, entretanto, mostraram que nao ocorre um efeito proé-
oxidante, e sim, ocorre uma competicdo pelo eletrodo entre a riboflavina e
compostos presentes nos extratos que se adsorvem espontaneamente no PIGE,
como mostrado nas figuras 10 e 11. Na figura 10 observa-se o decaimento do sinal
da RF quando em contato com o extrato de P. guajava (1000 mg L™"). A diminuigdo
dos valores de corrente ocorre apds o contato entre a RF adsorvida no PIGE e a
imersao do eletrodo no extrato aquoso da P. guajava por intervalos de 1 min. Ja a
figura 11 mostra o surgimento de um sinal eletroquimico na regido de potenciais
positivos, o que corrobora a hipétese de estar ocorrendo uma competicdo pelo
eletrodo, fato esse que descarta o uso de tal metodologia para a determinacao da
capacidade antioxidante dos extratos de plantas testados. De fato, Zoulis e
Efstathiou [ZOULIS, 1996] mostram que flavonoides como rutina, quercetina, fisetina
e galangina apresentam potenciais de pico na faixa de 0,28 a 0,49 V (vs. ECS) no

eletrodo de pasta de carbono.
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Figura 10: Decaimento do sinal da riboflavina (RF) adorvida no PIGE quando em contato com o

extrato da P. guajava (1000 mg L™"). Cada linha do voltamograma corresponde a um intervalo de 1
min de insergcdo do PIGE recoberto por RF no extrato de P. guajava. Apds a insergdo do eletrodo

recoberto com RF ao extrato, verifica-se uma diminuicdo do sinal eletroquimico da RF.
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Figura 11: Surgimento de um sinal eletroquimico na regidao de potenciais positivos apos a insergao
do PIGE recoberto riboflavina no extrato aquoso de P. guajava 1000 mg L. Cada linha do
voltamograma corresponde a um intervalo de 1 min de inser¢cao do PIGE recoberto por RF no extrato
de P. guajava. Apos a inser¢do do eletrodo recoberto com RF ao extrato, verifica-se um aumento
deste sinal eletroquimico, o que comprova que ha uma competicdo pelo PIGE entre a RF e

compostos presentes no extrato que se adsorvem espontaneamente no PIGE.
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4.1.2 Ataque radicalar a um composto eletroquimicamente inativo imobilizado
sobre a superficie de um eletrodo e posterior quantificacdo de um par redox em

solucao

Em um primeiro estudo (Apéndice 1), testou-se uma nova forma para a
deteccao de radicais livres usando-se um procedimento eletroquimico no qual os
radicais destroem uma camada molecular bem definida em um eletrodo. As
monocamadas auto-organizadas (SAMs) de tidis podem ser facilmente preparadas
sob a superficie de eletrodos de ouro e mercurio e, se compostos apropriados
estiverem adsorvidos, o sinal eletroquimico de um par redox dissolvido pode ser
completamente inibido. Embora estas SAMs sejam conhecidas por serem estaveis,
descobriu-se que elas podem ser facilmente atacadas por radicais livres. Quando
um eletrodo com a SAM é exposto a uma solugcdo em que radicais livres sao
gerados, estes radicais livres destroem a SAM, sendo que a recuperagao do sinal
eletroquimico do par redox se da de forma proporcional a extensao da dissolugao da
monocamada. A figura 12 mostra os voltamogramas obtidos com eletrodos de
mercurio e ouro numa solucdgo de 1x10° mol L' de [Ru(NHs)** antes da
modificacdo da superficie do eletrodo com a SAM de hexanotiol, apds a formacao da
SAM, e apods o ataque a SAM com radicais HO produzidos numa solugao de Fenton

por 1 e 5 minutos.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos de uma solugao de [Ru(NH3)s]™ obtidos com (a) eletrodos néo

modificados, (b) eletrodos modificados com SAM (hexanotiol), (c) eletrodos modificados com a SAM
apos o ataque radicalar via solugdo de Fenton por 1 minuto, (d) e 5 minutos. Voltamogramas obtidos
com uma solugdo de [Ru(NH;)e]Cls 1x10™ mol L™ em tampdo acetato 0,01 mol L™; velocidade de
varredura: 500 mV' s™ [SCHOLZ, 2007].

Em um estudo posterior (Apéndice 2), testou-se a aplicagao deste estudo
eletroquimico na quantificacdo da capacidade antioxidante de extratos de plantas
medicinais, comparando-se estes resultados aos obtidos pelo método do DPPH®,
largamente utilizado na quantificagdo do poder antioxidante de extratos de plantas
[SANCHEZ-MORENO, 2002; KATSUBE, 2004; DUDONNE, 2009].

A Figura 13 apresenta os voltamogramas de uma solugdo de 1x107 mol L™
[Ru(NH3)s]** obtidos em um eletrodo de ouro antes da modificacdo da superficie do
eletrodo com a SAM de hexanotiol, apés a formacédo da SAM, e apds 2 ataques
consecutivos a SAM com radicais HO gerados em uma solugao de Fenton. Como se
pode perceber, o sinal eletroquimico de [Ru(NH3)6]3+ aumenta a medida que segue o

ataque de radicais HO (10 e 20 minutos de reagao de Fenton).
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos de uma solugéo 1x10 mol L [RU(NH3)6]3+ em tampao acetato
0,01 mol L (pH 4,6) em um eletrodo de ouro; (a) antes da modificagado a superficie do eletrodo com a
SAM; (b) apo6s a formagado da SAM; (c) apdés 10 minutos de ataque radicalar; (d) apds 20 minutos de
ataque radicalar a SAM. Velocidade de varredura: 500 mV s™, 20 ciclos.

A figura 14a mostra o decaimento exponencial do sinal voltamétrico [1 - [LH
0

com o tempo de reacao entre a SAM e os radicais HO. Este decaimento exponencial
€ também visto na figura 14b como 2 retas distintas: a primeira de 0 a 5 minutos

(decaimento rapido, k; ), e a segunda de 5 a 30 minutos (decaimento lento, k,). Para

confirmar esta hipotese, realizaram-se medidas voltamétricas expondo-se a
monocamada de tiol a sucessivos ataques de Fenton de 15 segundos de duragéo,
por 5 min. Como mostrado na figura 15, observa-se um plateau entre 225 e 285
segundos. Considerou-se que, no periodo anterior a este plateau, os radicais HO
atacam de maneira mais efetiva sitios de moléculas de tiol desordenadas formados
sob a superficie do eletrodo de ouro, o que leva ao rapido decaimento observado na
figura 14b. ApoOs este tempo, os radicais HO atacam as moléculas de tiol

remanescentes, resultando no decaimento lento observado posteriormente. De fato,
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comprovou-se que, quando monocamadas eram preparadas por periodos de tempo
extremamente longos (x 70 h), conseguia-se inibir a formacdo de dominios de
moléculas de tiol desordenadas, conseguindo-se obter uma monocamada altamente
ordenada, em que apenas o segundo decaimento (isto é, o decaimento lento da

corrente) era observado (Figura 16).

y =ae ' + be
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Figura 14: Variagédo da altura do pico anddico apds o ataque dos radicais HO a SAM na auséncia de

antioxidantes; (a) decaimento exponencial do sinal eletroquimico normalizado {1 - (— versus o
0

tempo de reagao da SAM com os radicais HO; (b) grafico da fung¢ao logaritmica dos mesmos dados

mostrando claramente a separagéo entre os decaimentos rapido e lento.
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Figura 15: Grafico do decaimento exponencial logaritmado do sinal eletroquimico normalizado

|
{1 - (—ﬂ versus o tempo de reagdo da SAM com os radicais HO apods sucessivos ataques de
0

Fenton por 30 min, com intervalos de 15 s. Tempo de deposi¢gdo da SAM: 15 min.

Como ja descrito nos experimentos envolvendo o ataque de HO® a SAM, a
recuperacao do sinal eletroquimico do par redox serve de base para a medida
indireta da interagdo dos radicais HO com a SAM. No entanto, este comportamento
também permite o estudo da interagdo de espécies antioxidantes, que, ao reagirem
com os radicais HO, inibem a recuperacao do sinal voltamétrico. Isso significa que o
grau de inibigdo da recuperagao do sinal do par redox ([Ru(NH3)5]3+) causada pelos
antioxidantes adicionados a solugdo de Fenton, serve de base para a medida

indireta da interagao entre os radicais HO e espécies antioxidantes.
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Figura 16: Grafico logaritmado do decaimento do sinal eletroquimico normalizado [l - (—H versus
0

o tempo de reagcdo da SAM com os radicais HO apds sucessivos ataques de Fenton por 30 min.
Tempo de deposi¢cao da SAM: 68 horas.

A solucao de Fenton ndo possui uma concentragao constante de radicais HO,
sendo que a sua concentracdo decai com o tempo. Porém, todo o procedimento é
reprodutivel, devido a pureza dos reagentes e porque todos os passos do
experimento sao repetidos de forma reprodutivel, isto €, o pardmetro “tempo” para
todos os passos € mantido sempre constante.

Ja é bastante conhecido que muitos extratos de plantas medicinais possuem
altas concentragdes de compostos polifendlicos que agem como antioxidantes
naturais [ANDERSEN, 2006]. Desta forma, analisou-se a atividade antioxidante de
alguns extratos de plantas medicinais em trés diferentes concentragbes. O método
baseia-se no decaimento do sinal de recuperacdo do composto [RU(NH3)6]3+ medido
no eletrodo modificado com a SAM, como consequéncia da reacado dos radicais HO
da solugdo de Fenton com as espécies antioxidantes. A figura 17a mostra os
decaimentos bi-exponenciais obtidos para 3 diferentes concentracbes de extratos

aquosos de M. chamomilla L., enquanto a Figura 17b mostra a fungéo logaritmica
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linearizada dos dados, evidenciando os decaimentos rapido e lento envolvidos na

reacao do radical HO com as espécies antioxidantes presentes no extrato aquoso da

M. chamomilla L., ondey € | In (1 - ['LD , a € b sdo os coeficientes lineares para os
0

decaimentos rapido e lento, respectivamente, t € o tempo de reacéo, e k, e k, sdo

os coeficientes angulares (constantes de decaimento cinético) para os decaimentos
rapido e lento, respectivamente, envolvidos na reacdo do radical HO com as

especies antioxidantes (Figura 17b).
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Figura 17: (a) decaimentos bi-exponenciais do sinal eletroquimico normalizado {1 - (—j

tempo de reagédo da SAM com os radicais HO obtidos para 3 diferentes concentragbes (O 1000 mg

L™: V 200 mg L™"; o 100 mg L) de extratos de M. chamomilla L. adicionados a solugéo de Fenton;
(b) grafico da funcao logaritmica linearizada dos mesmos dados mostrando claramente a separagao

entre os decaimentos rapido e lento.
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A Figura 17 esta de acordo com a hipétese de que os radicais HO, nos
primeiros 5 minutos de reagao, atacam predominantemente dominios de moléculas
de tiol menos ordenadas da SAM. Em adicdo, € possivel constatar, apenas nos
primeiros minutos da reagdo entre o extrato e os radicais HO, um decaimento
substancial do sinal voltamétrico para o extrato de planta mais concentrado (1000
mg L™"). Apés 5 minutos de reacgdo, o sinal voltamétrico permanece praticamente
constante. Esse resultado indica que, em altas concentragdes de extrato de planta,
os radicais HO remanescentes conseguem destruir os dominios de moléculas de
tidis menos ordenados da SAM. Entretanto, esta concentragao de radicais HO nao é
alta o suficiente para atacar os dominios altamente orientados da SAM, resultando
em uma linha quase paralela ao eixo X para o extrato da planta numa concentragao
de 1000 mg L™

Com base nestes dados, pode-se concluir que, quanto maior o valor da
constante cinética, menor a atividade antioxidante do extrato de planta. Também se
pode perceber que a concentracdo do extrato tem um papel decisivo na capacidade
antioxidante da planta. A Tabela 8 mostra que cada extrato de planta possui uma
capacidade antioxidante especifica, a qual depende da concentragao do extrato. As
constantes cinéticas obtidas para cada extrato de planta permitem a comparagao da
capacidade antioxidante entre os diferentes extratos de plantas numa mesma

concentracao.
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Tabela 8: Resultados obtidos pelo método voltamétrico proposto (%) e o método do DPPH® (%) para a capacidade antioxidante dos extratos de plantas

testados.
Extrato de planta Capacidade antioxidante Constante cinética Capacidade antioxidante r
(mg L™ (radical OH, %) calculada (k,, min™") (radical DPPH, %)
(x107°)

Cymbopogon citratus
100 66,3 21,4 34,2 0,9914
200 76,1 15,2 52,5

1000 88,2 7,5 89,5

Psidium guajava
100 72,8 17,3 93,9 0,9940
200 79,2 13,2 94,8

1000 88,2 7,5 96,7

Achyrocline satureoides
100 50,2 31,6 32,1 0,8854
200 75,3 15,7 49,9

1000 84,9 9,6 92,3



Baccharis genistelloides
100
200
1000

Matricaria chamomilla L.

100
200
1000

72,1
83,5
98,7

71,0
86,0
94,0

17,7
10,5
0,8

18,4
8,9
3,8

28,0
49,7
91,6

31,3
51,1
96,8

0,9953

0,9223
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A fim de validar os resultados obtidos para as constantes cinéticas, que sao
diretamente relacionadas a capacidade antioxidante, compararam-se os resultados
obtidos pelo método voltamétrico proposto com os valores da capacidade
antioxidante obtidos através do método espectrofotométrico do DPPH®, sendo que
houve uma boa correlagdo entre ambos os métodos (ver Tabela 8), tendo-se por
base a variagao da concentragao dos extratos.

Ambos os métodos exibem boa correlacdo quando se altera a concentragao
dos extratos de 100 a 1000 mg L™ de todas as plantas estudadas. Os resultados
mostrados na Tabela 8 permitem também a comparagao dos diferentes extratos de
plantas medicinais em relacdo a suas diferentes capacidades antioxidantes. Os

extratos das plantas tém, a uma mesma concentracdo, diferentes capacidades

antioxidantes, como determinado pelos métodos do DPPH® e eletroquimico. Isso
certamente ocorre devido as diferentes espécies antioxidantes presentes nas
plantas medicinais. Além disso, a concentragcado e a classe da espécie antioxidante
possuem um papel muito importante, o que leva a uma capacidade antioxidante
especifica para cada planta. E interessante notar que todos os extratos de plantas
exibem capacidades antioxidantes diferentes em ambos os ensaios para cada

concentragédo testada, isto €, ndo ha uma correlagdo significativa entre o ensaio

eletroquimico (HO® ) e o ensaio espectrofotométrico (DPPH") (Figura 18).
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Figura 18: Correlagdo entre os métodos eletroquimico (Fenton-SAM) e espectrofotométrico

(DPPH®) para as trés concentragdes de extratos testadas (100, 200 e 1000 mg L"), observando-se
a inexisténcia de correlagdes significativas entre ambos os métodos. (a) C. citratus; (b) P. guajava; (c)

A. satureoides; (d) B. genistelloides; (e) M. chamomilla.

As diferencas observadas podem ser explicadas em virtude das diferencgas
existentes entre as duas espécies radicalares: o radical estavel e pouco reativo
(DPPH"), e o radical instavel e altamente reativo (HO®). Como os varios extratos de
plantas possuem na mesma concentragdo (em termos de mg de planta por mL)
diferentes concentracdes de compostos extraidos, e estes compostos também irdao
diferir em sua natureza quimica, deve-se esperar que a reatividade destes diferentes
compostos em diferentes concentragdes seja diferente para cada radical testado. As
seguintes equacdes ajudam a entender as diferengas observadas nas respostas
obtidas pelos dois métodos. No ensaio do DPPH®, a seguinte reagdo ocorre na

presenca de um antioxidante AH:

DPPH® + AH —— DPPH-H + A* (35)
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O desaparecimento de DPPH® indica a capacidade antioxidante da solugdo. A
absorvancia decai como resultado da mudanga de cor de violeta para amarelo
quando o radical reage com o antioxidante através da doagdao de um atomo de
hidrogénio para formar o composto estavel DPPH-H .

No método voltamétrico proposto, ha a competicido de duas reacgdes

simultaneas:
SAM + HO®* —— produto, (36)
AH + HO® —— produto, (37)

Uma vez que os radicais HO destroem a SAM, o sinal eletroquimico do par
redox indica o grau de extensédo de dissolugdo da SAM, e a destruicdo da SAM é
retardada pela adicdo de um antioxidante a solucédo de Fenton.

Para o melhor entendimento das diferengas entre os dois ensaios, usou-se
acido ascorbico como antioxidante-padrdo em concentragdes de 1 a 40.000 mg L™
Os resultados s&o mostrados na Figura 19. Optou-se por acido ascorbico em vez de
padroes de compostos fendlicos devido a baixa solubilidade destes compostos em
solugcdes aquosas. Estes padrbes sao soluveis apenas em solventes organicos,
como metanol e etanol, ou em agua quente. No entanto, o solvente organico poderia
sequestrar os radicais HO gerados pela solugéo de Fenton. Além disso, a eficiéncia
da utilizagcdo do H,O, decresce em temperaturas acima de 40 °C, devido a sua
decomposicdo em oxigénio e agua. Consequentemente, usou-se acido ascorbico

como antioxidante-padréo para efeito de comparacgao neste trabalho.
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Figura 19: (a) Dependéncia entre a concentragdo de acido ascorbico e a capacidade antioxidante
contra DPPH®; (b) dependéncia entre a concentragdo de &cido ascérbico e a capacidade

antioxidante contra HO" .

No ensaio do DPPH® (Figura 19a), distinguem-se dois diferentes dominios:
em concentragdes de 1 a 100 mg L' de acido ascérbico, a sua capacidade
antioxidante varia; e, em concentragcbes de 100 a 1000 mg L™, a capacidade
antioxidante atinge um ponto de saturagdo. O ensaio eletroquimico apresenta
variagdo em toda a faixa de 1000 a 40.000 mg L™ (Figura 19b). Apesar das
diferencas nas faixas de concentragcdo acessiveis, € possivel ver que ambos os
métodos apresentam o mesmo comportamento, isto €, a capacidade antioxidante

aumenta com a concentracdo de acido ascorbico até um ponto em que ocorre o
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consumo total dos radicais livres em solugdo pelo acido ascérbico, resultando no

crescimento exponencial observado em ambos os graficos.

4.1.3 Conclusbes parciais referentes aos ensaios eletroquimicos

1) O primeiro ensaio eletroquimico proposto (se¢céo 4.1.1) ndo pdde ser usado
para a determinacao da capacidade antioxidante de extratos de plantas medicinais,
visto que ha uma competicdo entre a riboflavina e compostos que se adsorvem
espontaneamente no eletrodo de PIGE.

2) Ja o segundo ensaio eletroquimico proposto (secdo 4.1.2) permite a
determinacao da atividade antirradicalar de extratos de plantas através do esquema
mostrado na Figura 20. Uma vez que os radicais HO, gerados pela reagao de
Fenton, destroem a SAM, o sinal eletroquimico do par redox indica o grau de
dissolucdo da SAM, sendo que a destruicdo desta é retardada com a adicdo de
compostos antioxidantes a solugao de Fenton. De acordo com os resultados obtidos,

quanto menor o valor da constante cinética (k,), maior o poder antioxidante do

composto estudado.

3) De posse de tais resultados, vé-se que diferentes testes in vitro resultam
em diferentes respostas para a capacidade antioxidante de uma mesma substancia.
Devido a essa disparidade de resultados frente a diferentes métodos, os testes in
vitro ndo refletem a “verdadeira capacidade antioxidante” das substancias. Para
alcancar tal resposta, deve-se, primeiramente, conseguir responder a questdes
sobre como os antioxidantes sdo absorvidos pelo corpo humano, como ocorre seu
transporte através das biomembranas, como estes compostos sdo metabolizados,
etc. Apenas de posse de tais respostas e comparando-as com os testes in vitro, sera
possivel eleger um ensaio como sendo “o mais confiavel” em termos da
quantificacdo da capacidade antioxidante.

Em funcdo dessas dificuldades, o proximo tépico trata da comparacido da
capacidade antioxidante dos extratos de plantas através de testes in vitro e in vivo,
uma vez que apenas a correlacdo entre ambos os testes permitira dizer

corretamente qual o melhor composto antioxidante.
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Figura 20: Mecanismo mostrando a variagdo do sinal do par redox com a formagéo e dissolu¢ao da

SAM, frente o ataque de radicais HO.
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4.2 Estudo fluorimétrico do poder antioxidante de extratos de plantas

medicinais

O principio por tras dos métodos fluorimétricos propostos para a
determinacdo da capacidade antioxidante total contra radicais peroxila e hidroxila
baseia-se no trabalho de Amado et al. [AMADO, 2009], que realiza a detecgao
indireta de ERO por fluorimetria (ex/em: 485/520 nm) empregando diacetato de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) como substrato. O DCFH-DA, apds sofrer
desacetilagdo, pode ser oxidado por ERO, gerando fluorescéncia. No primeiro
método (secdo 4.2.1), ha a geracdo de radicais peroxila através da
termodegradagdo do reagente cloreto de 2,2'-azobis (2-metilamidinopropano)
(ABAP) a 37°C. E, num segundo método (secéo 4.2.2), testou-se a capacidade
antioxidante total das amostras contra os radicais hidroxila gerados pela reacéo de

Fenton.

4.2.1 Determinagcdo da capacidade antioxidante in vitro contra radicais

peroxila em amostras de extratos de plantas

Neste primeiro estudo, a metodologia de Amado et al. foi otimizada para a
avaliacdo da capacidade antioxidante total contra peroxi-radicais em amostras de
extratos de plantas medicinais e compostos fendlicos. Na metodologia proposta
pelos autores [AMADO, 2009], a desacetilacdo do DCFH-DA ¢ feita pelas esterases
presentes nas amostras de tecidos do peixe Jenynsia multidentata (Anaplebidae),

como mostrado na Figura 21.
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Figura 21: Esquema ilustrando a metodologia para a medida da capacidade antioxidante contra

radicais peroxila (adaptado de Amado, 2009). Detalhes: ver texto.

ApoOs a desacetilacdo do DCFH-DA, o composto resultante (DCFH) pode ser
oxidado pelos radicais gerados a partir da termodegradacéo do ABAP, resultando no
composto DCF, que é detectado nos comprimentos de onda de 488 e 525 nm, para
excitacdo e emissdo, respectivamente. A decomposi¢cdo térmica do ABAP e
consequente formagdo de ROO® & monitorada por 30 min, com leituras a cada 5
min. A producédo de fluorescéncia total é calculada pela integragdo das unidades de
fluorescéncia (UF) pelo tempo de reagao, sendo que os dados se ajustam a uma
funcao polinomial de segunda ordem (Figura 22). Os resultados sao expressos pela
diferenca de area (UF x min) da mesma amostra com e sem a adi¢do de ABAP, e
normalizados em fungédo da area de ERO sem ABAP (controle). A diferenga relativa
entre a area de ERO com e sem ABAP ¢é considerada a medida da capacidade

antioxidante.
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Figura 22: Resultados tipicos obtidos pelo método ACAP mostrando a variagédo da fluorescéncia com

o tempo, sem e com a adigdo de ABAP (adaptado de Amado, 2009).

Porém, ao aplicar tal metodologia as amostras de extratos de plantas, foram
obtidos os resultados mostrados na Figura 23. Como pode ser constatado pela
figura, os valores obtidos séo negativos, possivelmente devido a baixa concentragéo
proteica das amostras, o que faz com que nao haja a desacetilagdo do composto
DCFH-DA e, consequentemente, ndo ocorra uma produgao significativa de

fluorescéncia nas amostras.
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Figura 23: Resultados obtidos para as cinco amostras de plantas estudadas na concentragdo de
1000 mg L™ segundo a metodologia de Amado et al. [AMADO, 2009] para a determinagéo da

capacidade antioxidante contra radicais peroxila. Detalhes: ver texto.
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Diante destes resultados, optou-se por fazer a desacetilagdo quimica do
composto DCFH-DA. Para isso, usou-se o procedimento de desacetilacido descrito
por Takanashi et al. [TAKANASHI, 1997] (ver seg¢ao 3.4.3.1). A Figura 24 mostra as
curvas obtidas pela nova metodologia aplicada as 5 amostras de extratos das
plantas medicinais estudadas, numa concentragdo de 1000 mg L. Nesta nova
metodologia, a capacidade antioxidante das amostras foi estimada pela diferenga
das areas das curvas de fluorescéncia registradas na presenga e na auséncia de
ABAP em funcdo do tempo (30 min). A diferenga relativa entre as curvas das
amostras e a do controle € considerada como sendo a medida da capacidade
antioxidante, ja que uma grande diferenga entre as areas significa uma boa
capacidade antioxidante, uma vez que os valores de fluorescéncia sao obtidos apds
a formagao de ERO, o que significa uma grande competéncia em neutralizar os
radicais peroxila. Assim, a capacidade antioxidante da amostra € dada pela equagao
38:

CAO (%) =

1 _ (Aamostra ji| X 100 (38)
Acontrole

onde A e A sao as areas referentes as curvas obtidas para a

amostra controle

amostra e para o controle (branco), respectivamente.
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Figura 24: Resultados obtidos para as 5 amostras de plantas medicinais estudadas numa
concentracdo de 1000 mg L™, com uma etapa prévia de desacetilagdo quimica do composto DCFH-

DA, de acordo com a metodologia desenvolvida. Detalhes: ver texto.

Com a diminuigdo da concentracdo dos extratos, observa-se que ha uma
aproximacao entre as curvas das amostras e a do controle, evidenciando uma
menor capacidade antioxidante dos extratos em menores concentragdes (Figuras 25
e 26). Um resumo dos resultados obtidos para a capacidade antioxidante dos
extratos de plantas nas 3 concentragcbes testadas encontra-se na Tabela 9.
Resultados semelhantes sao obtidos quando se analisa apenas a diferenca entre os
valores de fluorescéncia gerados ao final do tempo de reagao (Figura 27). Nesse

caso, a capacidade antioxidante é determinada de forma analoga a equagao do

método do DPPH":

CAO (%) - UFcontrole - UFamostra X 100 (39)
UFcontroIe
onde UF_.,.. € UF, ... S80 os valores em unidades de fluorescéncia gerados

pelo controle (branco) e pela amostra, respectivamente. A étima correlagdo entre
ambas as formas permite que a quantificacdo da capacidade antioxidante seja feita

por qualquer uma das duas formas.
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Figura 25: Resultados obtidos para as 5 amostras de plantas medicinais estudadas numa
concentragdo de 200 mg L", com uma etapa prévia de desacetilagdo quimica do composto DCFH-

DA, de acordo com a metodologia desenvolvida.
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Figura 26: Resultados obtidos para as 5 amostras de plantas medicinais estudadas numa
concentragdo de 100 mg L™, com uma etapa prévia de desacetilacdo quimica do composto DCFH-

DA, de acordo com a metodologia desenvolvida.
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Figura 27: Correlagédo entre os duas diferentes formas de quantificagdo da capacidade antioxidante
testadas. A primeira considera o valor da area da curva obtida entre a reagdo de ERO e compostos
antioxidantes durante 30 min de reacdo. A segunda considera apenas os valores de fluorescéncia
gerados apés 30 min de reagao, de acordo com a eq. 39.
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Tabela 9: Resultados obtidos pelo método fluorimétrico proposto (%) e o método do DPPH® (%) para a capacidade antioxidante

dos extratos de plantas testados.

Extrato de planta Capacidade antioxidante Capacidade antioxidante r
(mg L™ (radical ROO, %) (radical DPPH, %)

Cymbopogon citratus

100 25,7 3,3 0,9342
200 39,6 13,0

1000 50,7 45,1

Psidium guajava
100 48,1 88,3 0,9974
200 61,2 90,1

1000 90,1 93,1

Achyrocline satureoides
100 41,6 27,5 0,9998
200 45,8 39,8

1000 63,1 95,3



Baccharis genistelloides
100
200
1000

Matricaria chamomilla L.

100
200
1000

39,2
48,4
72,9

27,6
34,0
52,0

31,5
57,2
98,6

9,9
20,7
63,5

0,9925

0,9979
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Pela Tabela 9 pode-se concluir que, assim como no metodo voltamétrico
proposto, cada planta possui uma capacidade antioxidante especifica, a qual
depende da concentragao do extrato. Os resultados obtidos foram comparados aos
do método do DPPH®, e houve uma boa correlagdo entre ambos os métodos, tendo-
se por base a variagao da concentracao dos extratos. O radical peroxila possui um
tempo de meia-vida muito superior ao do radical hidroxila (7 s e 10° s,
respectivamente), o que confere ao ROO®° uma maior estabilidade e,
consequentemente, menor reatividade. Apesar disso, novamente observa-se que
nao ha uma correlagdo significativa entre os dois ensaios testados — os ensaios
fluorimétrico ACAP (ROO*) e espectrofotométrico (DPPH®) (Figura 28), - a exemplo

dos resultados obtidos para os ensaios voltamétrico (HO®) e espectrofotométrico

DPPH* (Figura 18).
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Figura 28: Correlagéo entre os métodos fluorimétrico (ACAP) e espectrofotométrico (DPPH®) para
as trés concentragbes de extratos testadas (100, 200 e 1000 mg L'1), observando-se a inexisténcia de
correlagbes significativas entre ambos os métodos. (a) C. citratus; (b) P. guajava; (c) A. satureoides;

(d) B. genistelloides; (e) M. chamomilla.
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A fim de se realizar uma analise estatistica entre as capacidades
antioxidantes exibidas pelas diferentes plantas, testou-se a capacidade antioxidante
de diferentes amostras comerciais das plantas em estudo, com excegéo da planta P.
guajava, da qual ndo se conseguiu nenhuma amostra comercial. Os resultados
obtidos sédo apresentados na Tabela 10, assim como a média entre as diferentes

amostras e o coeficiente de variagao (CV).

Analisando-se os resultados obtidos, verifica-se que ha grandes variagées no
valor da capacidade antioxidante entre amostras da mesma espécie, o que pode ser
facilmente explicado pelo fato de que a sintese de metabdlitos secundarios (neste
caso, as espécies antioxidantes) é seriamente afetada por condigdes ambientais,
como sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
presenca de nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e ataque de patdégenos. Além
disso, no caso de plantas medicinais, os processos de coleta, estabilizacdo e
secagem também possuem grande influéncia no teor e composicédo de metabdlitos
secundarios [GOBBO-NETO, 2007]. Entretanto, é possivel verificar que na maior
concentragado testada (1000 mg L"), obtém-se os menores valores de coeficientes

de variacao para todos os extratos.

A analise estatistica foi feita por ANOVA, e constatou-se que, apesar das
grandes diferengas entre as diferentes amostras da mesma espécie, a P. guajava foi
a planta que apresentou a melhor capacidade antioxidante contra peroxi-radicais e,
em contraste, a C. citratus apresentou o pior desempenho. As plantas M.
chamomilla, B. genistelloides e A. satureoides apresentam, estatisticamente, o

mesmo desempenho quanto a capacidade antioxidante.
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Tabela 10: Resultados obtidos pelo método fluorimétrico proposto para a avaliagéao

da capacidade antioxidante de extratos de plantas contra radicais peroxila.

Planta 100 mg L™ 200 mg L’ 1000 mg L™

M. chamomilla

Amostra 01 27,6 34,0 52,0
Amostra 02 19,3 34,8 61,8
Amostra 03 35,6 39,6 70,7
Amostra 04 40,6 44.5 63,6
Amostra 05 26,9 31,6 63,7
Média 30,0 36,9 62,4
CcVv 246 12,5 9,6

A. satureoides

Amostra 01 41,6 45,8 63,1
Amostra 02 1,7 18,2 52,8
Amostra 03 16,8 23,7 35,1
Amostra 04 12,2 29,6 61,6
Amostra 05 7,3 17,7 57,5
Amostra 06 33,6 40,6 63,2
Média 18,9 29,3 55,6
CcVv 75,3 36,6 17,7

B. genistelloides

Amostra 01 39,2 48,4 72,9
Amostra 02 247 34,5 61,3
Amostra 03 3,8 22,8 47,3
Amostra 04 13,1 20,3 42,0
Amostra 05 2,7 16,8 55,5
Média 16,7 28,6 55,8

Ccv 82,3 40,5 19,4
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C. citratus

Amostra 01 25,7 39,6 50,7
Amostra 02 0,0 1,1 12,7
Amostra 03 0,0 4,9 10,6
Média 8,6 15,2 247
CVv 141,4 114,0 74,7
P. guajava

Amostra 01 48 .1 61,2 87,1
Amostra 02 44,6 61,7 89,2
Média 46,4 61,5 88,2
CcVv 3,8 0,4 1,2

4.2.2 Determinagcdo da capacidade antioxidante in vitro contra radicais

hidroxila em amostras de extratos de plantas

Nesta segunda metodologia, avalia-se a capacidade antioxidante total contra
radicais hidroxila. A metodologia baseia-se na deteccao indireta do radical hidroxila
por fluorimetria (ex/em: 485/520 nm), empregando diacetato de 2'7'-
diclorofluoresceina (DCFH-DA) como substrato. O DCFH-DA, apds sofrer
desacetilagdo quimica, pode ser oxidado por ERO, gerando fluorescéncia (Figura
29).
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DCFH-DA
2+
Fe?* + H,0, DCE
o |
HO* emissécz dg
DA \ fluorescéncia
DCFH — DCF

Figura 29: Esquema ilustrando a metodologia para a medida da capacidade antioxidante contra

radicais hidroxila. Detalhes: ver texto.

O protocolo foi aplicado em amostras das cinco espécies de plantas
estudadas. Os extratos aquosos das plantas foram expostos aos radicais hidroxila
gerados pela reacdo de Fenton (equagédo 33). A capacidade antioxidante das
amostras foi estimada pela diferenga entre os valores de fluorescéncia gerados ao
final de 5 minutos de reagdo na presenca e na auséncia das amostras, de acordo
com a equacgao 39. Os resultados obtidos para as amostras de extratos de plantas
sdo mostrados na Tabela 11.

Os resultados permitem constatar que ha grandes variagdes no valor da
capacidade antioxidante entre amostras da mesma espécie contra radicais OH,
assim como no método fluorimétrico anterior para radicais ROO. E, da mesma
forma, é possivel verificar que, na maior concentragdo testada (1000 mg L'1), obtém-
se 0os menores valores de coeficientes de variacdo para todos os extratos.

A anadlise estatistica foi feita por ANOVA, e constatou-se que, apesar das
grandes diferengas entre as diferentes amostras da mesma espécie, a P. guajava
foi, novamente, a planta que apresentou a melhor capacidade antioxidante contra
radicais hidroxila, seguida pela B. genistelloides. As plantas M. chamomilla, C.
citratus e A. satureoides apresentam, estatisticamente, o mesmo desempenho
quanto a capacidade antioxidante contra radicais hidroxila pelo método fluorimétrico
proposto e adaptado de Amado et al. [AMADO, 2009].

Os resultados obtidos por esta metodologia foram comparados com o0s

obtidos pela metodologia proposta para avaliar a capacidade antioxidante contra
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radicais peroxila, obtendo-se uma boa correlagdo entre as amostras de extratos de

plantas (Figura 30), apesar da diferenga de reatividade entre ambos os radicais.
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Figura 30: Correlacdes entre os resultados obtidos pelos métodos fluorimétricos desenvolvidos para
avaliar a capacidade antioxidante contra radicais peroxila e hidroxila em amostras de extratos de
plantas nas trés concentragdes de extratos testadas (100, 200 e 1000 mg L'1). (a) C. citratus; (b) P.

guajava; (c) A. satureoides; (d) B. genistelloides; (e) M. chamomilla.
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Tabela 11: Resultados obtidos pelo método fluorimétrico proposto para a avaliagéao

da capacidade antioxidante de extratos de plantas contra radicais hidroxila.

Planta 100 mg L™ 200 mg L’ 1000 mg L™

M. chamomilla

Amostra 01 12,9 19,9 49,8
Amostra 02 23,9 28,0 48,4
Amostra 03 30,1 38,2 63,9
Amostra 04 20,8 31,9 47.6
Amostra 05 23,4 39,0 58,0
Média 22,2 31,4 53,5
CcVv 25,1 22,4 11,9

A. satureoides

Amostra 01 43,9 49,1 58,4
Amostra 02 3,8 14,9 56,0
Amostra 03 16,4 39,1 65,4
Amostra 04 20,3 35,4 53,0
Amostra 05 29,9 43,2 61,7
Amostra 06 9,2 21,0 60,9
Média 20,6 33,8 59,2
CVv 64,6 35,7 6,8

B. genistelloides

Amostra 01 40,5 44 1 71,0
Amostra 02 25,5 30,5 64,8
Amostra 03 53,0 57,7 79,0
Amostra 04 21,7 29,3 80,3
Amostra 05 41,6 64,7 88,6
Média 36,5 45,3 76,7

CcVv 31,4 31,3 10,6



C. citratus
Amostra 01
Amostra 02
Amostra 03
Média

CcvVv

P. guajava
Amostra 01
Amostra 02
Média

CVv

8,3
0,0
35,2
14,5
103,6

49,7
51,9
50,8

2,2

14,4
25,7
43,6
27,9
43,1

54,5
67,8
61,2
10,9

63,0
53,8
65,2
60,7

8,1

91,2
90,3
90,8

0,5
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4.3 Determinagdo da capacidade antioxidante in vitro de compostos

fendlicos contra radicais peroxila e hidroxila

Os métodos desenvolvidos e otimizados neste trabalho foram aplicados para
a determinacdo da capacidade antioxidante de alguns compostos fendlicos
(antioxidantes naturais) normalmente encontrados em plantas medicinais e outros
produtos como bebidas e alimentos. O objetivo deste estudo é avaliar a contribuigdo
individual desta classe de compostos para a capacidade antioxidante total em
especies vegetais que permita uma avaliagdo quantitativa destas espécies como
antioxidantes frente a radicais livres. Os resultados apresentados a seguir
empregando métodos in vitro independentes foram empregados no estudo dos
compostos rutina, quercetina, acido cafeico, acido ferulico, acido galico, acido
rosmarinico e resveratrol, os quais estao presentes em plantas medicinais.

Dentre os métodos estudados, o método voltamétrico descrito no capitulo 4.1
nao foi empregado para a avaliagdo da capacidade antioxidante devido a baixa
solubilidade dos compostos fendélicos em agua em temperatura ambiente. Com isso,
0 uso de calor (para a solubilizagao dos compostos) iria acelerar a decomposicao de
H>O, (necessario para a reagdo de Fenton), e o uso de solventes organicos iria
interferir no resultado final, uma vez que solventes como metanol e etanol podem
sequestrar espécies radicalares.

O método fluorimétrico desenvolvido para radicais peroxila foi empregado
inicialmente para os sete compostos fendlicos (rutina, quercetina, resveratrol, acido
cafeico, acido galico, acido rosmarinico e acido ferulico) nas concentra¢des de 10,
50 e 100 umol L. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 31, exceto
para o resveratrol, que ndo apresentou capacidade antioxidante nas condigcbes
empregadas. Pelos resultados, verifica-se que cada composto possui uma
capacidade antioxidante especifica, a qual depende da concentragdo do composto.
Com isso, ao ordenar esses compostos quanto as suas capacidades antioxidantes,
deve-se levar em conta a concentragdo dos mesmos. Na maior concentragédo (100
umol L), estabelece-se a seguinte ordem decrescente de capacidade antioxidante:
acido rosmarinico = quercetina > acido galico = acido cafeico > rutina > acido ferulico
> resveratrol. Ja para a concentracdo de 50 pmol L, obtém-se a seguinte ordem:

quercetina > acido rosmarinico > acido galico > acido cafeico > rutina > acido ferulico
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> resveratrol. E para a menor concentragdo (10 pmol L), tem-se: quercetina > acido

rosmarinico > acido cafeico > acido galico = rutina > acido ferulico > resveratrol.
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Figura 31: Resultados obtidos para a capacidade antioxidante de diferentes compostos fendlicos nas
concentragdes de 10, 50 e 100 pymol L™ contra radicais peroxila (CAO: capacidade antioxidante; ROS:
acido rosmarinico; GAL,; acido galico; QUE: quercetina; RUT: rutina; FER: acido ferulico; CAF: acido

cafeico).

O método fluorimétrico desenvolvido para radicais hidroxila foi empregado
também para os sete compostos fendlicos nas concentragcdes de 10, 50 e 100 pmol
L™". Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 32, exceto para o resveratrol,
que nao apresentou capacidade antioxidante nas condi¢dbes empregadas. Pelos
resultados verifica-se que cada composto possui uma capacidade antioxidante
especifica, a qual depende da concentracdo do composto. Com isso, ao ordenar
esses compostos quanto as suas capacidades antioxidantes, deve-se levar em
conta a concentragdo dos mesmos. Na maior concentracdo (100 pmol L™),
estabelece-se a seguinte ordem decrescente de capacidade antioxidante: acido
rosmarinico > quercetina > acido cafeico = rutina = acido galico > acido ferulico >
resveratrol. J&4 para a concentragcdo de 50 pmol L' obtém-se a seguinte ordem:
acido rosmarinico > acido cafeico = quercetina > acido galico > rutina > acido ferulico
> resveratrol. E, para a menor concentragdo (10 pmol L), tem-se: quercetina >
acido cafeico > rutina > acido rosmarinico > acido ferulico = acido galico >

resveratrol.
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Figura 32: Resultados obtidos para a capacidade antioxidante de diferentes compostos fendlicos nas
concentragcbes de 10, 50 € 100 umol L" contra radicais hidroxila (CAOQ: capacidade antioxidante;
ROS: acido rosmarinico; GAL: acido galico; QUE: quercetina; RUT: rutina; FER: acido ferulico; CAF:

acido cafeico).

A Figura 33 mostra a correlagdo obtida com os métodos fluorimétricos para
radicais ROO e OH adaptados para os estudos com compostos fendlicos
antioxidantes. Como se pode ver, ha uma correlagéo de 86,55% entre os compostos

estudados pelo mesmo meétodo fluorimétrico empregando 2 espécies radicalares

diferentes.
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Figura 33: Correlagao entre os resultados obtidos pelos métodos fluorimétricos desenvolvidos para
avaliar a capacidade antioxidante contra radicais peroxila e hidroxila em amostras de compostos

fendlicos nas concentragdes de 10, 50 e 100 ymol L.
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A Tabela 12 permite um estudo comparativo dos resultados obtidos pelos
métodos estudados neste trabalho com outros resultados prévios obtidos no nosso
grupo de pesquisa por outros métodos in vitro que empregam a geragao fotoquimica
de radicais OH e a detecg¢ao fotométrica dos compostos fendlicos aqui estudados
[LIMA, 2010]. Para efeito de comparac¢ao, adota-se a concentracao fixa de 50 umol
L™ para cada composto estudado. Pelos resultados, verifica-se que cada composto
possui uma capacidade antioxidante especifica, a qual varia de acordo com o
método empregado. Com isso, ao ordenar esses compostos quanto as suas
capacidades antioxidantes, deve-se levar em conta o método que esta sendo
utilizado.

Esse fato fica evidenciado na Tabela 13. A tabela apresenta a classificacdo
decrescente da capacidade antioxidante para os cinco diferentes compostos
fendlicos mostrados na tabela 12 de acordo com o ensaio e o radical testados.
Como se pode verificar, a ordenacdo destes compostos quanto a capacidade
antioxidante varia para os diferentes ensaios testados. Entretanto, observa-se que,
excetuando-se o ensaio fotométrico com fotdlise de H,O,, os compostos rutina,
quercetina e acido cafeico sdo os compostos que apresentam a maior capacidade
antioxidante, apesar da classificacao ser diferente de acordo com o ensaio. Do
mesmo modo, verifica-se que os compostos acido ferulico e resveratrol sdao os que
apresentam os piores resultados para a capacidade antioxidante. Assim, & possivel
classificar estes compostos em dois grupos distintos: o primeiro contendo os
compostos rutina, quercetina e acido cafeico (melhor capacidade antioxidante) e
outro contendo os compostos &acido ferulico e resveratrol (pior capacidade
antioxidante). A interacdo do radical HO gerado fotoquimicamente na presencga de
H>0O, e do radical HO gerado pela reagdo de Fenton ndo se da da mesma forma do
ponto de vista cinético, sendo a influéncia do meio reacional uma provavel
explicacdo para as diferengas encontradas. Ja o bom desempenho apresentado por
acido ferulico e resveratrol no ensaio fotométrico com fotélise de H,O, pode ser
explicado pelo fato de ndo haver seletividade na medida espectrofotométrica. Com
isso, € muito provavel que tenha-se um aumento do valor de absorvancia lido devido
a presencga de subprodutos gerados na reagao entre o composto fendlico e o radical
HO.
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Tabela 12: Resultados obtidos para a capacidade antioxidante de compostos fendlicos empregando diferentes métodos in vitro.

Composto Capacidade antioxidante
(50 ymol L'1) Método fluorimétrico* Método fluorimétrico* Método fotométrico* Método fotométrico** HPLC-UV**
(radical ROO - ACAP) (radical OH - Fenton) (radical DPPH) (radical OH — Fotdlise do H,0,) (radical OH — Fotélise do H205)
Rutina 43,2 38,8 96,8 85,4 87,6
Quercetina 80,1 59,9 80,1 47,8 47,4
Acido Cafeico 48,4 60,8 95,0 10,8 52,6
Acido Ferulico 22,6 19,4 60,1 79,1 47,3
Resveratrol 0 0 47,5 28,8 2,0

*Resultado expresso em percentual da atividade antioxidante de acordo com as equagdes descritas para cada meétodo in vitro.

** Resultado expresso em funcdo do decaimento do sinal analitico do antioxidante apds reacdo com o radical OH [LIMA, 2010].
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Tabela 13: Classificagado dos diferentes compostos fendlicos testados em fungdo do método utilizado
e do radical gerado. A concentragdo de todos os compostos fendlicos € de 50 pmol L’ (RUT: rutina;
QUE: quercetina; RES: resveratrol; CAF: acido cafeico; FER: acido ferulico).

Ensaio Radical testado Capacidade antioxidante
DPPH DPPH’ RUT=CAF>QUE>FER>RES
Fluorimetria (ACAP) ROO’ QUE>CAF>RUT>FER>RES
Fluorimietria (Fenton) HO’ CAF=QUE>RUT>FER>RES
HPLC-UV (fotdlise H205) HO’ RUT>CAF=QUE=FER>RES
Fotometria (fotdlise H205) HO RUT>FER>QUE>RES>CAF

4.4 Determinagé&o da concentracao de ERO intracelular

O estudo comparativo da atividade antioxidante in vitro e in vivo de extratos
de plantas visa buscar uma correlagdo entre ambos os ensaios, e, com isso,
classificar estas espécies quanto ao seu “real” poder antioxidante. A correlagao
almejada é verificar se os extratos de plantas que apresentam a melhor e a pior
capacidade antioxidante in vitro, também exibem este comportamento num ensaio in
vivo, sem causar danos aos organismos aos quais foram expostos.

Os resultados obtidos com a metodologia proposta foram avaliados em
ensaios in vivo, utilizando hepatdcitos do peixe zebra (Danio rerio), expostos por 4
horas aos extratos das plantas P. guajava e C. citratus (melhor e pior desempenho
in vitro, respectivamente, segundo o método fluorimétrico). Os resultados obtidos
mostraram que a exposi¢ao dos hepatocitos aos extratos das plantas alterou o
nimero de células viaveis (Figura 34) no caso do extrato de P. guajava 1000 mg L™,
ou seja, houve morte celular com a exposi¢cao deste extrato na maior concentragao.
Ja para os outros extratos testados, nao verificou-se alteracdo no niumero de células

viaveis.
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Figura 34: Resultados obtidos para o teste de viabilidade celular, sendo que o nimero de células

viaveis foi afetado apenas para células expostas ao extrato de P. guajava 1000 mg L.

Além disso, observou-se uma reducao da concentragao de ERO intracelular

em forma dose-dependente nos hepatdcitos expostos a P. guajava (p<0,05), sem se

observar efeito antioxidante no ensaio com C. citratus (p>0,05), como mostrado na

Figura 35.

PG_1000: P. guajava 1000 mg/L
PG_200: P. guajava 200 mg/L
PG_100: P. guajava 100 mg/L
CC_1000: C. citratus 1000 mg/L
CC_200: C. citratus 200 mg/L
CC_100: C. citratus 100 mg/L
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Figura 35: Resultados obtidos para a determinagéo da concentracdo de ERO intracelular, em que se

observa uma redugéo da concentragdo de ERO intracelular nos hepatdcitos expostos ao extrato de P.

guajava (PG), sem se observar alteragdo para os hepatdcitos expostos ao extrato de C. citratus (CC).
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Os resultados dos ensaios in vivo corroboram os resultados dos ensaios in
vitro, uma vez que a amostra de P. guajava (amostra 01, Tabela 10) apresentou
capacidade antioxidante, enquanto a amostra de C. citratus (amostra 02, Tabela 10)
— a amostra que apresentou a pior capacidade antioxidante in vitro dentre todas as
testadas — ndo apresentou capacidade antioxidante intracelular, mesmo numa
concentragéo de 1000 mg L™

Baseado neste protocolo desenvolvido, ensaios futuros podem possibilitar
uma correlagdo muito mais abrangente entre métodos in vitro para radicais ROO e
OH com dados in vivo para os mesmos radicais livres estudados. Somente desta
forma, a avaliagdo quantitativa de espécies antioxidantes (plantas medicinais e
compostos fendlicos) pode ser realizada e concluida, uma vez que ensaios
baseados em metodologias independentes e com principios fisicos de medida do
sinal analitico também diferentes, apresentam, muitas vezes, resultados
contraditérios ou desordenados de um ponto de vista classificatorio para espécies

antioxidantes.

4.5 Conclus®es parciais referentes aos ensaios fluorimétricos

1) As metodologias propostas permitem a determinacdo da capacidade
antioxidante in vitro de extratos de plantas contra radicais peroxila (segédo 4.2.1) e
hidroxila (segcédo 4.2.2), através da deteccdo indireta destas ERO por fluorimetria
empregando DCFH como substrato. A diferenca relativa entre os valores de
fluorescéncia gerados ao final do tempo de reacdo na presenga e na auséncia das
ERO é considerada como sendo a medida da capacidade antioxidante.

2) Pelos resultados dos ensaios in vitro, € possivel constatar que as diferentes
metodologias resultam em diferentes respostas para a capacidade antioxidante de
uma mesma substancia. Contra radicais peroxila, a P. guajava foi a planta que
apresentou a melhor resposta antioxidante e, em contraste, a C. citratus apresentou
o pior desempenho. As plantas M. chamomilla, B. genistelloides e A. satureoides
apresentam, estatisticamente, o mesmo desempenho quanto a capacidade

antioxidante contra radicais peroxila. Ja contra radicais hidroxila, a P. guajava
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também foi a planta que apresentou a melhor capacidade antioxidante, seguida pela
B. genistelloides. As plantas M. chamomilla, A. satureoides e C. citratus apresentam,
estatisticamente, o mesmo desempenho quanto a capacidade antioxidante contra
radicais hidroxila.

3) Os resultados obtidos com os ensaios in vivo tiveram boa correlagdo com
0s ensaios in vitro, na medida em que os hepatdcitos do peixe zebra expostos ao
extrato da P. guajava (melhor desempenho in vitro) mostraram uma redugdo na
concentracdo de ERO intracelular, sem se observar efeito antioxidante no ensaio

com a C. citratus (pior desempenho antioxidante in vitro).



112

5 CONCLUSOES FINAIS

1) Apesar dos diferentes resultados obtidos entre todos os métodos adotados,
chega-se a importantes conclusdées. Todos os ensaios realizados fornecem, de
alguma forma, informag¢des muito relevantes, mesmo o ensaio do DPPH (que néo é
um radical encontrado no corpo humano), uma vez que ensaios in vitro servem
como uma pré-avaliacdo sobre a capacidade antioxidante das amostras. De fato,
neste caso houve uma boa correlagdo: a P. guajava apresentou efeito antioxidante
in vivo (e possuia o melhor desempenho in vitro), e o C. citratus ndo apresentou

efeito antioxidante in vivo (pior desempenho in vitro).

2) A capacidade antioxidante das plantas é especifica para cada método e
depende da concentragdo da amostra. Na concentragdo de 1000 mg L, que é a
concentracdo que apresenta o menor valor de coeficiente de variagao para todos os
extratos de plantas, chega-se a seguinte ordem decrescente de capacidade
antioxidante:

Voltametria (Fenton): B. genistelloides = M. chamomilla L. > C. citratus = P.
guajava = A. satureoides

Fluorimetria (Fenton): P. guajava > B. genistelloides > C. citratus = A.
satureoides = M. chamomilla L.

Fluorimetria (ACAP): P. guajava > M. chamomilla L. = B. genistelloides = A.

satureoides > C. citratus

Verifica-se que diferentes classificagdes sao obtidas pelos 2 métodos
fluorimétricos (ACAP x Fenton). Essas diferencas podem ser explicadas pelos
diferentes radicais utilizados (que possuem diferentes estabilidades, reatividades e
concentragdes). Pelo fato de a B. genistelloides apresentar um melhor resultado
frente ao radical OH, pode-se supor que ela apresente uma caracteristica quelante,
0 que geraria menos radicais OH e, consequentemente, geraria uma capacidade
antioxidante maior frente a estes radicais.

Ja as diferentes classificagdes obtidas entre a voltametria e fluorimetria (que
empregam a reagao de Fenton) sdo mais dificeis de explicar. Ambos os métodos

utiizam a mesma geracdo radicalar, porém em concentragcdes diferentes
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(voltametria: 100 mM Fe/500 mM H,Og; fluorimetria: 100 uM Fe/500 pM H,0,).
Entretanto, pode-se atribuir esta diferenca as caracteristicas das proprias plantas,
uma vez que foram colhidas num intervalo de 2 anos, ou seja, a composigao quimica
e a concentragcao de metabdlitos secundarios sao diferentes entre as amostras da
mesma espécie. O unico resultado semelhante foi o fato de a A. satureoides e C.

citratus estarem na ultima posicéo nos 2 métodos (pior capacidade antioxidante).

3) A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos € especifica para cada
método e também depende da concentracdo desses compostos, e os diferentes
métodos in vitro nem sempre fornecem a mesma informagao quantitativa frente as
diferentes ERO. Na concentragdo de 50 yM (concentragdo média utilizada neste
estudo), verifica-se que o meio reacional desempenha um papel-chave no valor da
capacidade antioxidante e que, dependendo da forma como é gerado o radical e do
principio da medida instrumental, os resultados obtidos muitas vezes s&o
conflitantes. Todavia, assim como no caso dos extratos de plantas, € possivel

separar alguns compostos em grupos de diferentes reatividades.

4) Analisando-se os pros e contras dos métodos desenvolvidos, pode-se
constatar que (i) para os métodos fluorimétricos, as grandes vantagens sédo o tempo
de analise (que permite a analise de um grande numero de amostras em replicatas)
e 0 baixo consumo de reagentes (o0 volume total adicionado em cada pocga € de 165
ML), além de ser um método que nao apresenta uma grande desvantagem; (ii) ja no
método eletroquimico, a grande desvantagem é, sem duvida, o tempo de analise
(limpeza do eletrodo, preparagdo da SAM, etc.), que permite a analise de poucas
amostras em um unico dia. Porém, as possibilidades para futuros trabalhos sao
enormes. Escolhendo-se apropriadamente a camada que recobre o eletrodo, abre-
se um enorme leque de opgdes, pois, além das informacgdes a respeito da interagao
entre composto antioxidante e radical gerado, € possivel obter tais informagdes em
um sistema biomimético, ou seja, além da determinagédo da capacidade antioxidante,
€ possivel determinar como se da a interagédo entre radical livre e camada utilizada.
Assim, trabalhos que selecionem camadas apropriadas para o recobrimento do
eletrodo (como lipossomas, lipidios e proteinas) serdo de extrema importancia, ja
que fornecerao resultados com um substrato mais apropriado, ou seja, substancias

encontradas no corpo humano. Além disso, existe a facilidade de este método ser
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adaptado para testes com diferentes ERO e ha a possibilidade de miniaturizagcao

dos eletrodos, o que permite uma grande interatividade com outras disciplinas.

5) Em vista de todos os resultados aqui apresentados e discutidos, fica a
pergunta: afinal, qual € o melhor método para a avaliacdo da capacidade
antioxidante de amostras biologicas?

Certamente € um método que utilize o radical hidroxila, que é uma das
espécies mais danosas ao corpo humano. Todavia, como o presente trabalho
mostrou de forma clara, resultados conflitantes sdo encontrados mesmo quando se
trabalha com o mesmo radical, mas em condicdes diferentes (concentracdo de
reagentes, pH, meio reacional, sinal analitico investigado, etc.). Com isso, é de se
esperar que resultados em ensaios in vivo também apresentem certa disparidade, ja
que as condigdes fisioldgicas variam de pessoa para pessoa. Além disso, os ensaios
aqui apresentados possuem um tempo curto de geracgao radicalar (5 e 30 min para
os radicais HO e ROO, respectivamente). Novamente, ao transferir-se esse fato para
0 que acontece no corpo humano, deve-se ter em mente que os estudos in vivo
deverao levar em consideracao questdes como a absortividade e o transporte dos
compostos analisados, para que estes estejam presentes em locais proximos aos

sitios onde e no momento em que houver a geragéo de ERO in vivo.
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