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RESUMO

A erva-baleeira, Cordia verbenacea DC., é uma espécie de planta originaria do Brasil,
encontrada principalmente na Floresta Tropical Atlantica. E largamente utilizada na medicina
tradicional por apresentar, principalmente, acdo anti-inflamatdria. Dados recentes da literatura
mostraram que esta acdo esta relacionada a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e
sesquiterpenos, além de ser constatada a atividade antioxidante em diferentes extratos de C.
verbenacea. Epécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas constantemente no
organismo, podendo causar danos ou beneficios aos sistemas bioldgicos. Estdo altamente
relacionadas com o processo de envelhecimento do organismo, e, consequentemente, do
envelhecimento cutdneo. A busca e pesquisa de cosméticos com ativos naturais com
propriedades antioxidantes tem aumentado significativamente. Este estudo teve como objetivo
avaliar a acdo do extrato hidroetan6lico 70 % de folhas de C. verbenacea (EtOH 70 %) em
diferentes espécies reativas de oxigénio de importancia bioldgica, para uma possivel aplicagdo
na prevencdo do envelhecimento cutaneo. Inicialmente, foram comparados 0s extratos
etanolico, hidroetandlico 70 % e aquoso de folhas de C. verbenacea a fim de selecionar o extrato
com maior teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais, além de maior atividade
antioxidante. O extrato EtOH 70 % foi selecionado para avaliacdo da atividade antioxidante in
vitro frente a diferentes espécies reativas (radicais modelo ou sistemas bioldgicos modelo
envolvendo estas espécies) como também avaliar a citotoxicidade, os perfis cromatograficos
em CCD e CLAE-DAD e desenvolver uma formulacédo fitocosmética contendo o extrato para
avaliar o fator de protecéo solar (FPS). O extrato EtOH 70 % apresentou resultados promissores
em relacdo a atividade antioxidante comparado aos resultados dos padrGes utilizados e aos
dados da literatura disponiveis para extratos vegetais similares. Com relagdo ao FPS, este ndo
apresentou valor consideravel. Na linhagem celular HepG2 o extrato EtOH 70 % ndo
apresentou citotoxicidade nas concentracdes testadas, porém, na linhagem HaCat, apresentou
baixa citotoxicidade. O extrato EtOH 70 % apresentou teor de compostos fenolicos totais e
flavonoides totais de 14,0 e 4,0 % (m/m), respectivamente; os valores de CEso obtidos para 0s
ensaios de analise antioxidante pelo DPPH*, ABTS™, O,—, descoramento da crocina (ROO"),
HOCI e H20, foram de 13,44, 7,02, 196,61, 10,93, 3,49 e 302,17 pug/mL, respectivamente; 0S
perfis cromatograficos mostraram-se complexos contendo substancias de média e alta
polaridade, sugerindo a presenca de flavonoides e triterpenos pelos espectros no UV e sendo
confirmada pela quantificacdo das substancias 4'5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona,

cordialina A e outro triterpeno analogo a cordialina A com teores de 0,66, 0,67 € 0,12 % (m/m),



respectivamente. Com os resultados obtidos foi possivel comprovar a eficicia do extrato EtOH
70 % quanto a sua pronunciada atividade antioxidante frente a diferentes espécies reativas,
possivelmente, devido as substancias fenolicas e flavonoides, o que pode ter também relacéo

com a sua atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Cordia verbenacea DC. Atividade antioxidante. Espécies reativas de

oxigénio. Fitoquimica.



ABSTRACT

Erva-baleeira, Cordia verbenacea DC., is a native Brazilian plant species, mainly found at the
Atlantic Forest. It is widely used in traditional medicine mostly for its anti-inflammatory
properties. Literature data shows that this activity is related to the presence of phenolic
compounds, flavonoids and sesquiterpenes, it was also verified the antioxidant activity for
different extracts of C. verbenacea. Reactive oxygen and nitrogen species are constantly
produced in the organism and might cause damage or benefits on biological systems. They are
highly related to the ageing process of the body and, consequently, to skin ageing. The research
for natural cosmetics drugs with antioxidant properties has had a significant increase and,
therefore, the aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of an hydroethanolic
extract of C. verbenacea leaves (EtOH 70 %) on different reactive oxygen species of biological
importance. Initially, the ethanolic, hydroethanolic (70 %) and aqueous extracts of C.
verbenacea leaves were compared to select the extract with a higher total phenolic content and
total flavonoid content, as well as higher antioxidant activity. The EtOH 70 % extract was
selected for in vitro evaluation of its antioxidant activity against different reactive species
(radicals model or bioprocess model involving these species), but also to evaluate its
cytotoxicity, the chromatographic profiles in TLC and HPLC and to develop a phytocosmetic
contaning the extract, to evaluate its sun protection factor (SPF). The EtOH 70 % extract
showed promising results concerning the antioxidant activity compared to the standard
substances used and to the available literature data for similar plant extracts. Regarding to the
SPF, the extract did not present a considerable value. In HepG2 cell line, the extract did not
show cytotoxicity on the tested concentrations, but, in HaCat cell line, it showed low
cytotoxicity. The EtOH 70 % extract exhibited total phenolic content and total flavonoid content
of 14.0 and 4.0 % (w/w), respectively; the ECso values obtained from the antioxidant activity
tests by DPPH", ABTS™, O,—, crocin bleaching (ROO"), HOCI and H20; assays were 13.44,
7.02, 196.61, 10.93, 3.49 and 302.17 pg/mL, respectively; the chromatographic profiles
demonstrated to be complex containg substances of medium and high polarity, suggesting the
presence of flavonoids and triterpenes by UV spectra, which were confirmed by the
quantification of 4',5-dihydroxy-2',3,5',6,7-pentamethoxiflavone, cordialin A and another
triterpene similar to cordialin A with the content of 0,66, 0,67 e 0,12 % (w/w), respectively.
From the obtained results, it was possible to prove the effectiveness of EtOH 70 % extract
regarding its pronounced antioxidant activity against different reactive species, possibly, due to

the phenolics and flavonoids and, also, the relation with its anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) sdo produzidas
constantemente no organismo, podendo causar efeitos benéficos ou maléficos aos sistemas
biolégicos. No sentido de proteger o organismo, estas espécies reativas influenciam na
regulacdo metabdlica e nas defesas imunoldgicas contra infeccdes, porém, quando a geracdo
dessas espécies excede a capacidade de defesa antioxidante do organismo, ocorre o estresse
oxidativo (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

As ERO compreendem, principalmente, os radicais derivados do oxigénio, tais como 0s
radicais anion superoxido (O.~"), peroxila (ROO") e hidroxila (HO"), os quais sdo potentes
iniciadores da lipoperoxidacdo, e derivados ndo radicalares como peroxido de hidrogénio
(H20), oxigénio singlete (102) e acido hipocloroso (HOCI). As ERN incluem derivados do
radical oxido nitrico (NO®) e espécies ndo radicalares como o &nion peroxinitrito (ONOO").
Estas espécies reativas estdo diretamente envolvidas em patologias como cancer, Alzheimer,
Parkinson, entre outras; no processo de envelhecimento do organismo, bem como nos processos
inflamatorios ou de estresse oxidativo 0s quais tém participagdo bem estabelecida
(DURACKOVA, 2010; MATTILA et al., 2015; PIZZA et al., 2013).

Estas ERO e ERN podem ser geradas tanto por fontes enddgenas quanto exdgenas, que
sdo diretamente correlacionadas. Como fontes geradoras enddgenas podem ser citados 0s
neutrofilos, as enzimas produtoras de ERN e ERO, como a NO sintase e oxidases como xantina
oxidase, no metabolismo oxidativo mitocondrial e vérias patologias; ja as fontes exdgenas
compreendem as radiagdes y e UV, ultrassom, alimentos, drogas, poluentes, toxinas e
xenobidticos (KOHEN; GATI, 2000).

O envelhecimento cutaneo é um processo degenerativo e pode ser dividido em dois
tipos: intrinseco ou cronoldgico e extrinseco ou fotoenvelhecimento. O envelhecimento cutaneo
intrinseco é causado por fatores genéticos que podem ser agravados por fatores neuro-
hormonais e esta diretamente relacionado ao desequilibrio do mecanismo de defesa
antioxidante do organismo. O fotoenvelhecimento é consequéncia da radiacéo ultravioleta A e
B (UVA e UVB) que causa mudangas moleculares nas células e conduz a formagéo de radicais
livres, causando a degradacao e dano nos sistemas antioxidantes de defesa da pele (BEGATIN,
2009; COSTA etal., 2012; SCOTTI et al., 2007).

No envelhecimento intrinseco e extrinseco é possivel observar a acdo das ERO e ERN
que atuam como bases, abstraindo atomos de hidrogénio como nucleofilos, e substituindo

outros grupos como radicais, adicionando-se a sistemas insaturados. As principais



consequéncias observadas na pele sdo a diminuicdo da elasticidade e da capacidade de retencéo
de &gua, o que resulta em aumento da rugosidade e perda de maciez e vico (HARRIS, 2009).

A Organizacao Mundial de Saude indica 0 aumento da expectativa de vida da populacéo,
assim as pesquisas sobre o processo de envelhecimento cutaneo e a busca para o seu tratamento,
prevencdo e controle estdo sendo bastante estimuladas, com énfase nos ativos vegetais,
especialmente metabdlitos secundérios, com a finalidade de serem incorporados em
formulacGes cosméticas (DIEAMANT et al., 2012).

Os vegetais produzem os chamados metabdlitos secundarios, que apresentam grande
variedade estrutural e, muitas vezes, apresentam atividade bioldgica, sendo estas caracteristicas
muito importantes para conferir propriedades diferenciadas. Estas substancias sé&o
biossintetizadas nos vegetais a partir de precursores do metabolismo primario e sao
classificadas como alcaloides, terpenos, compostos fendlicos, glicosideos cianogénicos, dentre
outras classes. Algumas substancias de origem vegetal apresentam acéo antioxidante como, por
exemplo, as vitaminas C e E, taninos, flavonoides e outros compostos fendlicos (CRAVEIRO;
QUEIROZ, 1993; SANDES; DI BLASI, 2000; SIMOES et al., 2010).

A erva-baleeira, Cordia verbenacea DC., é um exemplo de planta com potencial uso
como agente antioxidante. Pertence a familia Boraginaceae, que contém aproximadamente 100
géneros com mais de 2.000 espécies distribuidas pelo planeta, ocorrendo abundantemente no
Brasil no trecho que compreende os estados de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo (Floresta
Tropical Atlantica). E muito utilizada na medicina tradicional por apresentar acdo anti-
inflamatdria. As espécies de Cordia tipicamente brasileiras sdo: Cordia corymbosa G. Don,
utilizada no tratamento de feridas, Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult., com acdo
antifungica, larvicida e utilizada no tratamento de dores de cabeca, resfriados, doencas
parasitarias e cutaneas, Cordia salicifolia Cham., com atividades diurética, antiviral e utilizada
no tratamento da obesidade e Cordia verbenacea DC., utilizada, principalmente, por sua acéo
anti-inflamatoria (BARROSO et al., 2002).

Atualmente, os metabolitos secundarios identificados na espécie C. verbenacea
compreendem componentes do 6leo essencial (OE), flavonoides, triterpenos, entre outros;
dados recentes da literatura indicam atividade antioxidante do OE e de diferentes extratos de
folnas de C. verbenacea, onde o0s extratos hidroetanolicos apresentaram maior acdo
antioxidante em modelos de captura/inibicdo radicalar (AMEIRA et al., 2009; DE
CARVALHO JR. et al., 2004; LINS et al., 1990; MATIAS et al., 2010; MICHIELIN et al.,
2011; VELDE et al., 1982).



Considerando o conhecimento etnofarmacol6gico sobre C. verbenacea, o Laboratério
Farmacéutico Aché® desenvolveu em 2005 o medicamento fitoterapico Acheflan®, com acio
anti-inflamatoria, nas formas aerossol e creme. O derivado vegetal utilizado é o OE da C.
verbenacea, tendo como marcador ativo (principio ativo) o a-humuleno (monoterpeno). Além
disto, esta espécie vegetal estd presente na lista composta por 71 plantas com potencial
terapéutico indicadas pelo Sistema Unico de Saude (RENISUS) para orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da relacédo de fitoterapicos disponiveis para uso
da populacdo, com seguranca e eficicia para o tratamento de determinada doenca (BRASIL,
2009, 2011; PARISOTTO, 2011).

1.2 JUSTIFICATIVA

A andlise dos dados da literatura demonstra ser a C. verbenacea uma importante espécie
vegetal que apresenta, principalmente, acdo anti-inflamatdria, havendo um medicamento
fitoterapico a base desta espécie com esta indicacdo, contudo € ainda pouco estudada do ponto
de vista de sua acdo antioxidante e fotoprotetora. Além disso, de maneira geral a sua
composicdo quimica em relacdo aos seus metabolitos secundarios ndo volateis também foi
pouco explorada, apesar do uso popular de “garrafadas” preparadas com as folhas em solugdes
hidroetandlicas.

Considerando-se a potencial utilizacdo de produtos naturais com agéo antioxidante, este
estudo teve como proposta analisar a atividade antioxidante em sistemas modelo in vitro de
importancia bioldgica do extrato hidroetandlico 70 % de folhas de C. verbenacea e assim
contribuir para o desenvolvimento de uma formulacdo com propriedade antioxidante, bem

como gerar dados para outras aplicagdes relacionadas a acdo antioxidante.

1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Cordia verbenacea DC.

Em 1845 a Cordia verbenacea DC. (Figura 1) foi catalogada cientificamente pela
primeira vez, porém 26 anos antes a Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schults foi
identificada e, segundo algumas classificagdes, esses nomes botanicos referem-se & mesma
espécie (RAMOS et al., 2005).



Figura 1 - Cordia verbenacea DC.

E N

Nota: Fotografada por Juhan A. S. Pereira no CPQBA UNICAMP em Paulinia - SP.

Conhecida popularmente como catinga-de-bardo, maria-preta e maria-milagrosa, sendo
0 nome mais comum erva-baleeira ou, simplesmente, baleeira, a C. verbenacea possui como
sinonimias botanicas, aléem de C. curassavica, Cordia salicina DC., Cordia cylindristachia
auctt. bras. Ex Fresen, Lithocardium fresenii Kuntze, Lithocardium salicinum Kuntze e
Lithocardium verbaceum Kuntze. E uma planta medicinal nativa do Brasil, encontrada
principalmente no litoral de Sdo Paulo a Santa Caratina (Floresta Tropical Atlantica). Também
pode ser encontrada nas regides subtropicais e tropicais do sul da Africa, América do Sul, Asia,
Austrélia e Guiana (DE CARVALHO JR. et al., 2004; FICARRA et al., 1995).

Trata-se de um arbusto perene, medindo no maximo 3 m, com folhas firmes, sem brilho
e com textura crespa; suas pequenas flores apresentam corolas brancas e reunidas em
inflorescéncias escorpioides e vistosas; e de suas partes aéreas desprende facilmente um forte
odor apenas pelo manuseio. Pertence a familia Boraginaceae que contém cerca de 100 géneros,
com mais de 2.000 espécies largamente distribuidas no territério mundial (BARROSO et al.,
2002; BAYEUX et al., 2002; LORENZI; MATOS, 2002).

Foram realizados diversos estudos fitoquimicos com varias espécies do género Cordia
que apresentaram uma complexa mistura de metabolitos secundarios importantes como
alcaloides, compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos glicosilados, entre outros. Estudos
fitoquimicos realizados com C. verbenacea identificaram os triterpenos cordialina A e B, as
isoflavonas 7,4’-diidroxi-5’-carboximetoxi isoflavona e 7,4’-diidroxi-5’-metil isoflavona, além
da artemetina (flavonol) que apresentou acdo anti-inflamatéria. O OE contém monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo 0 a-pineno seu principal constituinte (29,7 %), além da presenca de
trans-cariofileno (25,3 %), aloaromadendreno (10,0 %) e a-humuleno (4,6 %) (AMEIRA et al.,
2009; DE CARVALHO JR. et al., 2004; LINS et al., 1990; MATIAS et al., 2010; ROLDAO,
2008; SERTIE et al., 1990; VELDE et al., 1982).



Como as folhas, partes aéreas e inflorescéncias mostraram ser fontes importantes de
substancias com atividades farmacoldgicas e sdo utilizadas na medicina popular na forma de
“garrafadas™ (extratos hidroetandlicos) e infusdes como anti-inflamatério, no tratamento de
Ulceras gastricas, antirreumatico, analgésico e em infec¢des (DE CARVALHO JR. et al., 2004;
PASSOS et al., 2006; SERTIE et al., 1990).

Em 2005, o laboratério Aché® em parceria com a Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), desenvolveu o primeiro medicamento fitoterapico fabricado com tecnologia
exclusivamente brasileira, o Acheflan®. Em sua formulagio, na forma de creme ou aerossol,
sdo utilizados 5,0 mg do 6leo essencial de C. verbenacea (equivalente a 0,13 mg do
monoterpeno a-humuleno). O medicamento € indicado para tratar tendinite cronica e dores
miofasciais, se mostrando ser um potente anti-inflamatério. E exportado na forma de creme
para os EUA como suplemento, pois devido a legislagdo americana ndo é considerado um
medicamento fitoterapico (ACHE, 2015; PARISOTTO, 2011; SANTOS, 2010). Dez anos ap0s
o seu desenvolvimento, Perini et al. (2015) compararam o Acheflan® em forma de creme com
duas pomadas cicatrizantes de colagenase e de fibrinolisina realizando testes em modelo de
ferida por excisdo cutinea em ratos. As analises histologicas demostraram que o Acheflan®
creme foi mais eficiente no processo de cicatrizagdo. Os autores concluiram que tanto o
Acheflan® creme quanto a pomada de colagenase obtiveram melhores resultados em relagdo a
pomada de fibrinolisina.

Em 2009, o Ministério da Saude criou a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), que se baseia em uma lista de 71 espécies
vegetais, na qual a C. verbenacea foi incluida; tais espécies sao utilizadas nos servicos de salde
municipais e estaduais, conhecidas tradicionalmente pela populagéo e alguns estudos quimicos
e farmacologicos, visando avancar nas etapas da cadeia produtiva e geracdo de produtos de
interesse a0 SUS (BRASIL, 2009). A C. verbenacea foi incluida, também, no Formulario
Nacional de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira em 2011, orientando a preparacdo de
infusdo com 3 g de folhas secas e 150 mL de agua, e de pomada com extrato hidroetandlico,
ambas com indicagdo como anti-inflamatério (BRASIL, 2011).

Dados recentes da literatura indicam a atividade antioxidante do OE e de diferentes
extratos de folhas de C. verbenacea. O OE obtido por hidrodestilagéo e os extratos por meio de
diferentes técnicas e com variagdes nas condicdes, incluindo extra¢do por fluido supercritico
(diéxido de carbono com etanol e acetato de etila como cossolventes), extracdo com aparelho

Soxhlet (hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol, acetona, agua e misturas



hidroetandlicas) e macera¢do com etanol; este Ultimo extrato foi ainda submetido a particéo
liquido-liquido (hexano, diclorometano, acetato de etila e &gua). O maior teor de compostos
fenolicos totais foi encontrado na fracdo acetato de etila da particdo liquido-liquido,
apresentando 358 mg/g (mg equivalente ao acido galico/g de extrato); porém, esta fracdo
apresentou baixo rendimento (0,26 % m/m). Os melhores resultados combinando teor de
fendlicos e rendimento foram observados para extratos obtidos por Sohxlet com solventes
polares como etanol, agua e solucGes hidroetandlicas 25 e 50 % - 97, 111, 187 e 102 mg/g,
respectivamente; o maior rendimento foi observado para o extrato obtido com etanol 50 % (24
% m/m). A fracdo acetato de etila do extrato etan6lico e o extrato obtido por Sohxlet utilizando
etanol 25 % apresentaram maior atividade antioxidante no teste com o radical DPPH* (CEso =
9,2+0,4e27,4+0,1 ug/mL, respectivamente) (MICHIELIN et al., 2011). Considerando-se 0s
resultados dos rendimentos das extragdes dos teores de compostos fenolicos totais e dos ensaios
de atividade antioxidante do estudo realizado por Michielin et al. (2011), os extratos
hidroetandlicos das folhas de C. verbenacea foram os mais indicados como potenciais fontes
de substancias antioxidantes.

Na Tabela 1 estdo reunidas informaces sobre as atividades farmacoldgicas de derivados

vegetais e metabolitos secundarios de C. verbenacea.



Tabela 1 - Atividades farmacoldgicas de derivados vegetais e metabdlitos secundarios de
C. verbenacea

Part . L. .
arte Amostra Atividade farmacologica Referéncia
usada
Folhas OE, artemetina Anti-inflamatéria SERTIE et al., 1990
OE Larvicida SANTOS et al., 2006
OE. a-humuleno e PASSOS et al., 2006
! o Anti-inflamatéria MEDEIROS et al.,
trans-cariofileno
2007
OE Antibacteriana e antiflngica RODRISOLES etal.,
OE Antifungica HOYOS et al., 2012
EE 70 % Antl-lnflamatorla_(alta) e analgésica SERTIE et al., 2005
(baixa)
EM, 4cido Antiedematogénica, anti-inflamatoria,
rosmarinico antimiotdxica e antiofidica TICLI etal., 2005
EM Leishmanicida BRAGA et al., 2007
EE Antiulcerogénica ROLDAO et al., 2008
EFS, EE, EAE Antibacteriana MICHIELIN etal,
2009
EH Antibacteriana MATIAS et al., 2010
L. MICHIELIN et al.
0 )
EE 25 % Antioxidante 2011
EE 50 % Antibacteriana PINHO et al., 2012
. PARISOTTO et al.,
EFS Antitumoral 2012
EMeEH Antibacteriana MATIAS et al., 2013
EE 95 % (FAE) Antioxidante SANTI et al., 2014
Partes EDM, EE Antiedematogénica e anti-inflamatéria* BAYEUX et al., 2002
aéreas DE CARVALHO JR.
OE Antibacteriana etal., 2004

MECCIA et al., 2009

*Atividade avaliada apenas do EE.

EAE: extrato acetato etilico, EDM: extrato diclorometanico; EE: extrato etandlico; EFS: extrato fluido
supercritico; EH: extrato hexanico; EM: extrato metandlico; FAE: fracdo acetato etilica; OE: éleo essencial.

1.3.2 Espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre (ERO, ERN e ERS)

Apesar da molécula de oxigénio ser altamente reativa em reacdes de combustéao a altas
temperaturas, € relativamente inerte na temperatura corporal, sendo essencial para a vida dos
organismos aerdbicos. Aproximadamente 90 % do consumo de oxigénio nestes organismos esta
relacionado a fosforilagcdo oxidativa e os outros 10 %, usados por enzimas, principalmente para
reagdes de hidroxilacdo e oxigenacéo. Menos de 1 % do Oz e convertido nas espécies reativas
de oxigénio (ERO) (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).



As ERO sdo muito importantes na regulacdo metabdlica e nas defesas imunoldgicas
contra infeccbes, porém podem causar severos danos em biomoléculas nos tecidos,
consequéncia do estresse oxidativo que ocorre quando sua geracao excede a capacidade de
defesa antioxidante do organismo contra essas espécies reativas. O termo ERO refere-se a
ocorréncia natural de espécies quimicas que contenham oxigénio das quais sua reatividade é
maior do que o oxigénio no seu estado fundamental (BAYNES; DOMINICZAK, 2015;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010).

Outro termo altamente correlacionado com as ERO sdo os radicais livres que, por
definicdo, sdo espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados e sdo
capazes de existirem independentemente. O oxigénio no seu estado fundamental é considerado
um radical livre ou um dirradical em temperatura corporal. Suas espécies reativas sdo formas
parcialmente reduzidas do oxigénio, as quais geram como primeiro produto o anion radicalar
superoxido (O2—), que por sua vez ¢ reduzido a hidroperoxido (O22), na forma de H202, que
também é reduzido causando uma quebra homolitica, liberando o radical hidroxila (HO") e 0
ion hidréxido (HO™), tendo a 4gua como produto final da reducdo completa do dirradical O>
(BAYNES; DOMINICZAK, 2015; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2010; MATTILA et al.,
2015).

As espécies reativas em sistemas bioldgicos sdao em geral derivadas de trés elementos,
do oxigénio, nitrogénio e enxofre (ERO, ERN e ERS, respectivamente). Essas espécies reativas
podem ser divididas em dois grupos, as radicalares e as ndo radicalares, que também apresentam
alta reatividade. Dentre as ERO radicalares mais importantes estdo os radicais: anion
superoxido (O27°), hidroxila (HO"), peroxila (ROO"), alcoxila (RO"); e espécies ndo radicalares,
o perdxido de hidrogénio (H202), 4cido hipocloroso (HOCI), oxigénio singlete (*O2); as ERN
tais como o radical 6xido nitrico (NO®) e o anion peroxinitrito (ONOO™); e as ERS séo
facilmente formadas em reacGes das ERO com tiois. Essas espécies reativas podem ser geradas
por muitos processos de oxidacdo em sistemas biologicos e apresentam diferengas entre si,
principalmente, quanto a sua natureza, geracdo, reatividade e destino (ARAUJO, 2008;
DURACKOVA, 2010; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; LU et al., 2010; MATTILA et
al., 2015; VASCONCELOS et al., 2007).

Mattila et al. (2015) complementaram a classificacdo das espécies radicalares e néo
radicalares por ERO livres, que representam pequenas moléculas compostas apenas por

oxigénio e hidrogénio, e por ERO incorporadas, nas quais o0 oxigénio é ligado a outras



moléculas para formar derivacOes reativas de oxigénio. A Tabela 2 representa as principais

espécies reativas radicalares e ndo radicalares livres e incorporadas.

Tabela 2 - Classificacdes das ERO e ERN.

Espécies reativas radicalares Espécies reativas ndo radicalares
ERO livres
Anion radicalar superdxido (02~) Acido hipocloroso (HOCI)
Radical hidroxila (HO") Peroxido de hidrogénio (H20>)
Radical peridroxila (HO2®) Oxigénio singlete (*O2)
Ozbnio (O3)

ERO incorporadas
Radical alcoxila (RO") Perdxidos organicos (ROOH)
Radical peroxila (ROO")

ERN
Dioxido de nitrogénio (NO:") Alquil peroxinitrito (ROONO)
Oxido nitrico (NO") Anion peroxinitrito (ONOQO)
Fonte: Halliwell e Gutteridge (2010) e Mattila et al. (2015).

Embora o excesso na producdo de ERO seja bastante prejudical ao organismo, em
baixos niveis estas espécies sao usadas pelas células como um sinal que reflete a hipdxia, isto
é, suprimento insuficiente de oxigénio, desencadeando reacdes de ajustes metabolicos
(NELSON; COX, 2014).

Em relacdo as ERO, as reagdes envolvidas na sua producdo estdo representadas na
Figura 2. In vivo, 0 O~ é gerado na cadeira de transporte de elétrons pela coenzima Q ou
ubiquinona, ou pela via das oxidases como NADPH oxidase neutrofilica (Nox), sendo
extremamente reativo, podendo reagir com muitas moléculas para gerar outras ERO
diretamente, por via enzimatica ou processos catalisados por metais. O O>~* pode se tornar
menos toxico através da reacdo de dismutacdo espontdnea ou catalisada pela superoxido
dismutase (SOD), gerando 0 H>O> (reacdo de Haber-Weiss) e, finalmente, o H>O, em agua em
reacao catalizada pela catalase (CAT). A reacdo de Fenton pode ocorrer se 0 H.O> reagir com
um catalisador de ferro como Fe?*, formando 0 HO" (FLORA, 2009).
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Figura 2 - Reacdes envolvendo a formagéo das ERO.

02
. L . . VitE
Radical de lipideo R » ROO » ROOH
Radical
RH peroxila

@

e~ +2H"
Nox O - f 2+ — . 3+
Oo— > U2 — > HOp—>H0: + Fe T»OH +OH" + Fe
CAT
2

H>0 + Oy

O2+OH" + OH™

Fonte: Adaptado de Carocho e Ferreira (2013), Ferreira et al. (2009) e Flora (2009).
(1) Lipoperoxidagdo; (2) reacOes de Haber-Weiss; (3) reacdes de Fenton; (Nox) NADPH oxidase neutrofilica;
(SOD) enzima superoxido dismutase; (CAT) enzima catalase.

Quanto as ERN, o mecanismo de formacdo de ONOO™ é dado pela reacdo entre NO* e
O>~". Finalmente, as ERS derivam de tiois sob condi¢des oxidativas para formarem dissulfetos
e, uma reacdo com um tiol reduzido, pode gerar acido sulfinico e sulfénico (GILES; TASKER,;
JACOB, 2001; SQUADRITO; PRYOR, 1998).

A seguir estdo descritas e caracterizadas as principais espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio.

1.3.2.1 Anion radicalar superdxido (O.~) e radical hidroperoxila (HO?’)

O radical O, é altamente reativo e é produzido em muitas reacdes e atividades
bioldgicas, a partir da reducdo monoeletrénica do O e desencadeia a producdo das outras ERO,
como 0 HO*, que possui reatividade ainda maior. A intera¢do dessas ERO com &cidos nucleicos,
enzimas, lipideos de membranas e proteinas podem provocar serios danos. Nas mitocondrias
ativas, cerca de 0,1 a 4 % do oxigénio utilizado na respiracdo forma o O~ em quantidade
suficiente para ter efeitos letais, porém isso ndo acontece por ele ser rapidamente removido dos
tecidos pelos mecanismos de defesa antioxidante do organismo (MATTILA et al., 2015;
NELSON; COX, 2014).

O Oz pode induzir o dano oxidativo nas células; para impedir esse processo as células

possuem isoenzimas da SOD, que catalisam a reacdo de dismutacdo, na qual os produtos
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gerados sdo perdxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (reacdo 1) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; NELSON; COX, 2014).

SOD
20,7+ 2H"—> H0, + Oz 1)

Apesar dos danos causados pelo O, para os fagocitos, na defesa contra
microrganismos, sua funcdo se torna essencial, onde é formado pela ativacdo da NADPH
oxidase que esta presente na membrana destas células (DIAZ et al., 1998).

Em pH 7,0, apenas 0,25 % do O, sofre protonagdo, formando um oxidante mais forte,
0 HO, que atravessa mais facilmente as membranas bioldgicas. O O.~* pode ser protonado
pela reacdo com proton ou um doador de préton, como o acido ascorbico (Asc) (reacfes 2 e 3,

respectivamente).

O+ H" — HO )]
02~ + AscHz — HO2" + AscH™ 3

1.3.2.2 Perdxido de hidrogénio (H202)

Apresenta reatividade intermediaria em relagdo ao O.—* e HO" e, por ser uma molécula
pequena, atravessa ativamente as membranas celulares, gerando o radical HOO". O H,0O; é
formado atraves da reducdo do Oz por dois elétrons. Nos neutrofilos, que tem como fungéo
proteger e reparar os tecidos, a enzima mieloperoxidase (MPO) (EC 1.11.1.7) catalisa a reacéo
do H202 com CI—, produzindo outra ERO, o éacido hipocloroso (BAYNES; DOMINICZAK,
2015; NELSON; COX, 2014).

Em altas concentracfes, o0 H-O> tem acéo bactericida, podendo ser utilizado como
substrato das catalases ou peroxidases intracelulares e na auséncia ou deficiéncia delas, essa
ERO apresenta citotoxicidade. A reducdo do H202 por peroxidases € um dos principais
mecanismos sequestrantes para esta espécie reativa (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
HAMPTON; KETTLE; WINTERBOURN, 1998; MATTILA et al., 2015).

1.3.2.3 Radical hidroxila (HO")

Dentre as ERO, o0 HO® é o0 que apresenta maior reatividade e o maior potencial deletério

ao organismo. Sua meia-vida, determinada atraves do tempo de colisdo com uma biomolécula-
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alvo, é de ordem de nanossegundos. Possui um elétron desemparelhado e é capaz de aceitar um
elétron de quase qualquer molécula e de sua vizinhanca (BAYNES; DOMINICZAK, 2015;
CODORNIU-HERNANDEZ, KUSALIK, 2012).

E formado nas reagdes entre o H.02 e 0 02—, reagao proposta por Haber-Weiss (reagdo
4) e entre H2O> e metais de transi¢cdo, como ferro, por exemplo, sendo denominada reacdo de
Fenton (reacdo 5). A reacdo 4 em meio aquoso apresenta uma velocidade proxima de zero,
contudo na presenca de algum ion de metal redox ativo (Co?*, Cr 2*, Cu?*, Fe?*, Ni%*, Ti**) a
sua velocidade aumenta de maneira significativa, causando danos oxidativos em biomoléculas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; BAYNES; DOMINICZAK, 2015; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2010).

02—+ H,02 — 02 + HO~ + HO® (4)
H,0, + Fe?* — Fe®* + HO— + HO" (5)

Primeiramente, esse radical reage com as biomoléculas por reacbes de abstracdo e
adicdo do hidrogénio, formando produtos caracteristicos denominados biomarcadores de
estresse oxidativo. A membrana celular é o principal alvo dos radicais livres por ser rica em
acidos graxos poli-insaturados (PUFA, poly insaturated fatty acids) que podem ser rapidamente
oxidados. Esse dano peroxidativo afeta a funcionalidade e integridade das membranas,
impossibilitando a célula de manter gradientes i6nicos e produzindo assimetria na membrana
fosfolipidica (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

As reacdes em cadeia da peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacao iniciam-se quando o
HO" abstrai um atomo de hidrogénio de um PUFA (Figura 3). Os produtos de oxidacdo
secundarios (radicais de peroxila de lipideos e peroxidos de lipideos), se degradam formando
outros produtos caracteristicos reativos como o 4-hidroxinonenal (HNE) e o dialdeido maldnico
(MDA), que reagem com proteinas gerando os produtos finais da lipo-oxidagédo avangada. Além
dessas reagdes, 0 HO* pode reagir por adicdo a acidos nucleicos, fenilalanina e tirosina,
formando compostos hidroxilados caracteristicos e ligagdes cruzadas. Estas reagdes com o0s
aminoacidos que compdem as proteinas podem comprometer a atividade enzimatica, o
transporte ativo das membranas celulares, causando a morte celular devido a possiveis
clivagens de ligagdes com ou sem geracdo de fragmentos e ligacOes cruzadas (BAYNES;
DOMINICZAK, 2015; BERGER et al., 1999).
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Figura 3 - Via de lipoperoxidacéo.
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Fonte: Adaptado de Baynes e Dominiczak (2015).

RH: acido graxo poli-insaturado; R’H: compostos doadores de elétrons ou 4tomo de H; R*: radical
de lipideo; ROO": radical peroxila; ROOH: peréxido de lipideo; ROH: alcool de lipideo; GPx:
glutationa peroxidase; Me™: metal catibnico; HNE: 4-hidroxinonenal; MDA: dialdeido maldnico.

A Figura 3 demonstra como HO" ataca os PUFA formando um R’ no carbono, que reage
com 0 Oz do meio e forma um ROO", que ja abstrai um hidrogénio de um lipideo vizinho,
formando ROOH e desencadeando reagdes em cadeia; isso ocorre até que acabe 0 suprimento
de PUFA. A vitamina E é o principal agente antioxidante que cessa a reacdo em cadeia nas
membranas, neutralizando o ciclo de reacdes da lipoperoxidacdo. Os ROOH podem ser
reduzidos pela glutationa peroxidase (GPx), formando ROH inertes ou se decompor a variadas
“espécies carbonila reativas” como o HNE e MDA, que reagem com proteinas, formando os

biomarcadores do estresse oxidativo (BAYNES; DOMINICZAK, 2015).

1.3.2.4 Acido hipocloroso (HOCI)

O HOCI é produzido nos neutroéfilos quando ions Cl— sdo oxidados pela enzima MPO
na presenca de H>O. (reacdo 6). Essa enzima, uma hemeproteina presente nos neutrdfilos e
também encontrada em mondcitos, € a Unica da classe das peroxidases que possui a propriedade
de catalisar a conversédo do H20. a HOCI. Este, por sua vez, € um poderoso oxidante, com
potente acdo antimicrobiana. Por ser extremamente reativo, também oxida outras biomoléculas,
provocando muitos danos celulares (BAYNES; DOMINICZAK, 2015; HAMPTON; KETTLE;
WINTERBOURN, 1998; WINTERBOURN; KETTLE, 1994; ZUURBIER et. al., 1992).

MPO
H,0, + ClI— — HOCI + HO" (6)

Essa ERO é formada no processo inflamatério quando neutrofilos se infiltram nos
tecidos, sdo ativados e formam o fagossoma. Um total de 5 X 10°® dos neutrdfilos humanos
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ativos em 1 mL, produzem, aproximadamente, 88,0 uM de HOCI em 2 h, podendo atacar
diversas biomoléculas de microorganismos ou mesmo do tecido adjacente
(KALYANARAMAN; SOHNLE, 1985; WEISS, 1989).

1.3.2.5 Radical peroxila (ROO) e alcoxila (RO")

O radical ROO* apresenta a maior meia-vida das ERO, aproximadamente 7 s, enquanto
que o radical RO apresenta 1 us; sdo mais conhecidas como produtos da lipoperoxidagéo, na
qual ha a decomposicdo de perdxidos organicos e reacdes de carbono radicalar com oxigénio.
Outras ERO, principalmente, 'O, e HO" séo as precursoras para a sua formacdo (MATTILA et
al., 2015; VALKO et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

Com o aparecimento do radical ROO" ocorre a formagdo de um radical RO® e
hidroperdxidos de lipideos (ROOH). As reacdes a seguir (reacbes 7 — 14) demonstram a

formacdo dessas espécies reativas (MATTILA et al., 2015).

HO* + RH — R* + H20 @
R* + %0, — ROO" (8)
ROO" + RH — ROOH + R* 9)

Na reacdo (7) ocorre o inicio do processo onde aparecem os radicais de lipideos e na
(8), a adicdo de uma molécula de oxigénio no radical de carbono (R*®), formando o radical ROO".
Apbs (reacdo 9), este radical gerado abstrai um atomo de hidrogénio de outra molécula de
lipideo, como ocorre na reacao (7). A reacao (9) é conhecida como a reacdo que desencadeia a
propagacao, pois ela fornece os radicais de carbono para a reacdo (8) e leva a acumulacéo de
ROOH que pode ser decomposto espontaneamente em condicdes criticas como, por exemplo,
altas temperaturas, ou através da oxidacdo ou reducdo de metais de transi¢do, ou interacdes com
radicais (reacdes 10 - 14) (MATTILA et al., 2015).

ROOH — ROO" + H' (10)
ROOH — RO + HO' (11)
ROOH + M™ — RO" + OH— + M®*L* (12)
ROOH + M™D* — ROO" + H" + M ™ (13)

ROOH + R* — ROO" + RH (14)
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1.3.2.6 Oxigénio singlete (*0,)

A molécula de oxigénio no seu estado fundamental ¢ um triplete (302) que pode aceitar
dois elétrons de um outro composto, e 0 10, é o primeiro estado eletronicamente excitado desta
molécula, onde ha a inversdo do spin do elétron no orbital antiligante. A diferenca entre essa
ERO e o oxigénio molecular esta na auséncia de restricdo na transferéncia de elétrons, sendo
altamente reativo. Sua formacao pode ocorrer atraves da reacdo entre H>O. e HOCI ou pela
dismutacéao espontanea do O,—* (BECKMAN; AMES, 1998; MATTILA et al., 2015).

Pode causar danos nas proteinas pela oxidacdo dos aminodacidos, principalmente da
histidina, metionina e triptofano e, também, dar inicio ao processo de lipoperoxidacao,
produzindo os ROO* e RO* (BRADLEY; MIN, 1992; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).

1.3.3 Estresse oxidativo

Por definicdo, a condi¢do bioquimica na qual ha desequilibrio entre a presenca de niveis
relativamente altos de espécies reativas e a insuficiéncia de mecanismos de defesas antioxidante
do organismo, é denominada estresse oxidativo que causa danos em biomoléculas, em especial,
nas proteinas, lipideos e DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010; NELSON; COX, 2014).

Sendo um processo bastante complexo, o impacto do estresse oxidativo no organismo
depende de alguns fatores como o tipo de oxidante, o local e intensidade de sua producéo, a
composicdo e atividade de varios antioxidantes e a habilidade dos sistemas de defesa
antioxidante (DURACKOVA, 2007).

As células do organismo estdo constantemente expostas as ERO e ERN que podem ser
geradas tanto por fontes enddgenas como exdgenas. A radicagao y ¢ UV, ultrassom, alimentos,
drogas, poluentes, toxinas e xenobioticos sdo geradores exdgenos enquanto que a atividade de
determinadas células (neutrofilos), enzimas produtoras de ERN (NO sintase e xantina oxidase),
metabolismo oxidativo (mitocondria) e doencas sdo geradores enddgenos. As fontes exdgenas
estdo diretamente relacionadas com as fontes enddgenas, uma vez que a primeira pode ser causa
e a segunda, consequéncia (KOHEN; GATI, 2000).

Os principais alvos de oxidacdo das ERO sdo os acidos graxos poli-insaturados,
principalmente para o0 O>—, 0 HO* e ROQO*, que sdo potentes iniciadores da lipoperoxidacao e
estdo diretamente relacionados a patogénese de um conjunto vasto de doencas. Uma vez
iniciada a lipoperoxidacdo, é gerada uma cascata de reacdes simultaneas que, também, podem

levar & morte de células neuronais. O sistema nervoso central é extremamente sensivel a essas
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espécies reativas por apresentar uma capacidade antioxidante relativamente pequena. A
sobrecarga oxidativa no microambiente neuronal causa oxidagao dos lipideos, proteinas e DNA
que geram produtos como alcoois, aldeidos, cetonas e 6xidos de colesterol que, em sua maioria,
também sdo toxicos aos linfécitos e macrofagos, prejudicando o sistema de defesa
(CHERUBINI et al., 2005; FERRARI, 2000; RAHAL et al., 2014).

Alguns marcadores do estresse oxidativo como MDA e antioxidantes endégenos, como
metaloenzimas (Cu, Zn-SOD) e glutationa peroxidase dependente de selénio (GSHPx) sao
considerados muito importantes. O MDA é um composto de trés carbonos formado pela
peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados, principalmente do &cido araquidénico, um dos
produtos finais de lipoperoxidacdo e decomposi¢cdo da membrana. Em vérias patologias €
observado o aumento do nivel de MDA quando ha excesso de ERO, sendo possivel a correlacdo
entre o estresse e 0s danos causados. A Cu, Zn-SOD é uma enzima intracelular encontrada em
todas as células aerdbias e sua atividade depende das reservas de cobre e zinco dos tecidos.
Atraveés dela ocorre a dismutacéo do anion radicalar superéxido em uma espécie menos toxica,
0 perdxido de hidrogénio. A GSHPx é uma enzima intracelular encontrada em muitas células
de mamiferos que pode metabolizar o H20- e hidroperdxidos de lipideos (RAHAL et al., 2014).

As ERO estdo envolvidas diretamente em patologias como doenca de Alzheimer,
esclerose multipla, mal de Parkinson, cancer, sindrome de Down, entre outras. No processo de
envelhecimento o estresse oxidativo € consequéncia do desacoplamento das reacGes de
transporte de elétrons e da elevacdo e acimulo dos niveis de metais 0 que causa aumento das
oxidagdes biomoleculares, como as proteinas, alterando a homeostase celular ou até mesmo
levando a apoptose celular (DURACKOVA, 2010; FINKEL; HOLBROOK, 2000; NIKI et al.,
2010; RODRIGUES, 2007; SALGANIK, 2001; VALKO et al., 2006).

Dados da literatura demonstraram a interdependéncia entre estresse oxidativo, sistema
imunolégico e inflamagdo. O processo de envelhecimento é um dos melhores exemplos dos
efeitos e alteracdo da homeostase, uma vez que é acompanhado da deterioracdo dos sistemas
fisioldgicos, incluindo o sistema imune. As mudancas nas fungfes imunologicas relacionadas
ao envelhecimento sdo originadas nos processos de estresse oxidativo e/ou inflamatorio (P1ZZA
etal., 2013).

Os fagocitos, pertencentes ao sistema imune celular, séo ativados para produzir defesa
antimicrobiana e atuam produzindo espécies reativas, sendo responsaveis por manter a
homeostase entre a producédo e eliminacdo das ERO. Os neutrdfilos atuam de maneira efetiva
sobre a inflamacéo, respondendo a estimulos quimiotéticos. Apos estimulo, ocorrem outros

eventos como rolamento, adesdo e transmigracdo sob mediacdo de moléculas de adeséo
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presentes nas superficies de células endoteliais dos leucdcitos. A integridade do sistema
vascular pode ser alterada pelo estresse oxidativo e as ERO em excesso, principalmente 0 O,
estdo entre os principais contribuintes para a disfuncdo endotelial, que ocasiona o
comprometimento da parede vascular, promovendo a oxidacdo de proteinas e lipideos
(KEANEY JR.; LOSCALZO, 1999; WOLIN, 2000).

O comprometimento do endotélio vascular, que tem a funcéo de manter a homeostase e
regular o tbnus vascular, pode estar associado a varias patologias como aterosclerose, diabetes
e hipertensdo (BARBIOR, 1984; GLASSER; SELWYN; GANZ, 1996; JOHNSTONE et al.,
1993; SPERTINI et al., 1991; TADDEI et al., 1997).

As substancias chamadas de pro-oxidantes, podendo ser endobioticas ou xenobidticas,
induzem o estresse oxidativo tanto pelo aumento na geracdo de ERO quanto pela inibi¢do dos
sistemas antioxidantes. Podem ser farmacos, metais de transicao, pesticidas, vitaminas como o
acido ascérbico, as ERO e, também, podem ser geradas por atividade fisica, ansiedade mental
e fatores ambientais. A estrutura dessas moléculas também influencia na atividade pro-
oxidante, por exemplo, quanto mais substituicdes hidroxilas apresentar, maior sera a sua
atividade (RAHAL et. al, 2014).

De acordo com Kohen (1993), o organismo estd constantemente exposto ao estresse
oxidativo de diferentes origens e isso 0 levou a desenvolver mecanismos de defesa para
protecdo antioxidativa contra os metabdlitos reativos. Os mecanismos envolvidos sdo 0s
reparadores (enzimas reparadoras de DNA), os preventivos (prevencgédo de producdo de ERO
por quelacdo de metais), de defesas fisicas (estabilizacdo de sitios bioldgicos, interferéncia

estérica) e de defesa antioxidante.

1.3.4 Antioxidantes

As pesquisas relacionadas a atividade antioxidante tém se voltado aos produtos naturais
em funcéo de seus variados beneficios a satde e, também, de possiveis problemas relacionados
ao consumo de antioxidantes sintéticos. Em ambos 0s casos, a sua utilizagdo na dieta é um
mecanismo de defesa contra as ERO e ERN; a industria de alimentos, bebidas, cosmética e até
a medicina tém utilizado esse recurso, uma vez que os proprios medicamentos também podem
aumentar a producdo dessas espécies reativas no organismo. O estresse oxidativo tem relagédo
direta com a génese e a evolucdo de patologias como cancer, diabetes, doengas cardiovasculares
e neuroldgicas, e no processo de envelhecimento. Em vista disto, a busca por moléculas

antioxidantes, principalmente derivadas de produtos naturais, tém aumentado
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consideravelmente  (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2010; RAHMAN, 2007; SOARES, 2002).

Segundo a definicdo de Halliwell e Gutteridge (1995), substancias antioxidantes sao
quaisquer compostos que, em baixa concentracdo comparados a do substrato oxidavel, atrasam
ou inibem, significativamente, a oxidacdo deste substrato. Apos 12 anos, Halliwell (2007) as
definiu como qualquer substancia que atrasa, previne ou elimina o dano oxidativo a uma
molécula-alvo e, no mesmo ano, Khlebnikov et al. (2007) definiram os antioxidantes como
qualquer substancia que sequestre ou elimine a producdo das ERO, ou que aja indiretamente
para regular as defesas antioxidantes.

Um bom antioxidante deve, apds sequestrar o radical, formar um novo radical que seja
estavel e, também, deve apresentar substituintes doadores de elétrons ou de hidrogénio ao
radical em funcdo do seu potencial de reducdo, ter capacidade de deslocar o elétron
desemparelhado em sua estrutura, quelar metais de transicdo presentes no processo oxidativo e
ter acesso ao local de acdo o que dependera de sua polaridade e seu coeficiente de particdo
(HALLIWELL, 1990; MANACH et al. 2004).

As defesas antioxidantes do organismo podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas (Figura
4). A CAT, glutationa peroxidase (GPx) e SOD sé&o as principais defesas antioxidantes
enzimaticas uma vez que pelas reagdes que catalisam, convertem as ERO em moléculas mais
estaveis, como a agua e oxigénio, enquanto que compostos de origem exdgena adquiridos por
meio da dieta, sdo considerados antioxidantes ndo enzimaticos. Nesta categoria estdo incluidos
carotenoides, compostos fendlicos, produtos sintéticos, quelantes e vitaminas, como tocoferdis
e ascorbato, que blogueiam e previnem o estresse oxidativo pela captura (“inibigdo”) das
espécies reativas. No organismo, ha sistemas especificos de reparo do DNA dependentes de
fatores ambientais e genéticos que sdo constituidos por proteases e fosfolipases (ABDALLA;
FAINE, 2008; KOHEN; FANBERSTEIN; TIROSH, 1997; RAHAL et. Al., 2014; RAHMAN,
2007).
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Figura 4 - Antioxidantes naturais separados em classes.
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flavanonas (hesperidina**) e
flavonas (crisina**)

Cofatores: Minerais: Compostos Carotenoides: Compostos
coenzima zinco**, organossulfurados: [-caroteno**, nitrogenados
Q10* selénio** sulfeto alélico**, licopeno**, ndo-protéicos:
ind6is**, glutationa* luteina**, acido Urico*
zeaxantina**

Fonte: Adaptado de Carocho e Ferreira (2013), Godman et al. (2011), Pietta (2000) e Ratham et al. (2006).
Antioxidantes *enddgenos e **exdgenos; (CAT) catalase; (GR) glutationa redutase; (GPx) glutationa
peroxidase; (G6PD) glicose 6-fosfato desidrogenase; (SOD) superdxido dismutase.

Os antioxidantes atuam no organismo por diversos mecanismos que incluem a inibicao
de formacao de radicais livres de lipideos; a interrupcédo de reacdes em cadeia da auto-oxidacao;
a supressdo do 'O2; o sinergismo com outras substancias antioxidantes; a conversdo de
hidroperdxido em compostos estaveis atuando como agentes redutores; a ativacdo das enzimas
antioxidantes, como a SOD; a inibicdo de enzimas pro-oxidantes e através da conversdo de
metais pré-oxidantes em produtos estaveis por agentes quelantes de metais (DARMANY AN et
al., 1998; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; KANCHEVA, 2009; KOHEN;
FANBERSTEIN; TIROSH, 1997; MIN; BOFF, 2002; POKORNY, 2007).

1.3.5 Extratos vegetais e atividade antioxidante

H& mais de vinte anos, as pesquisas com antioxidantes obtidos de produtos naturais
ganharam importancia em vista da necessidade de substitui¢do parcial ou total de antioxidantes
sintéticos devido ao seu potencial carcinogénico e de outras patologias. Os antioxidantes

naturais podem ser extraidos de diversas partes dos vegetais, como cascas, folhas, frutos,
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sementes, raizes, entre outros (ANDREO; JORGE, 2006; CHEN; PEARSON; GRAY 1992;
KAHL, 1984).

Devido a formacéo de radicais livres, das ERO e de pro-oxidantes por fontes endogenas
e exdgenas, os tecidos vegetais sofrem estresse oxidativo e desenvolvem sistemas de defesas
antioxidantes que incluem substancias como acidos fendlicos, carotenoides, flavonoides,
tocoferdis, entre outras. Dados da literatura demonstraram que 0s compostos fenolicos sdo as
principais fontes de substancias que apresentam propriedades antioxidantes (ATOUI et al.,
2005; KAHKONEN et al., 1999; 0ZSOY; CANDOKEN; AKEV, 2009).

A extracdo de compostos bioativos pode ser feita por varios métodos como infuséo,
decoccdo, digestdo, percolacdo, por Soxhlet, ultrassom, fluido supercritico, dentre outras. A
eficiéncia da extracdo desses compostos dependera do tipo de método utilizado e, também, da
natureza e tamanho das particulas do material vegetal, do tipo de solvente, da taxa de difusédo
do solvente atraves do material vegetal, da solubilizacdo dos constituintes e da sua difusdo para
o0 exterior do material insolvel, do tempo e da temperatura de extracdo (HANDA et al., c2008;
OLIVEIRA; AKISUE, 2009).

Para a extracao a partir de plantas medicinais, a infusdo, maceracao e percolacdo sdo o0s
métodos mais empregados, com o0 objetivo de obter a porg¢do ativa e eliminar o material inerte
através de um solvente seletivo. Em relagdo a maceracéo é possivel otimiza-la, ou seja, tornar
0 processo extrativo mais eficiente, empregando maceracdo de 2 ou 3 etapas, utilizando
aquecimento e/ou agitacdo (HANDA et al., 2008).

A extracdo utilizando como solvente etanol ou solucdo hidroetandlica para se obter o
extrato seco é considerada um método adequado para a andlise quimico-farmacoldgica.
Comparando-se 0s extratos extremamente polares (aquosos) e extremamente apolares
(hexanicos ou etilicos) com os de polaridade intermediaria (etandlicos, hidroetanélicos e
metanolicos), os extratos que apresentam polaridades mais altas ou baixas tendem a apresentar
menor atividade bioldgica. Isso ocorre provavelmente devido a permeabilidade de membrana e
metabolismo, no qual o balanceamento entre a lipofilicidade e a hidrofilicidade é importante
para a afinidade de substancias aos receptores bioldgicos (BRITO, 1996; CECHINEL; FILHO;
YUNES, 1998; FERRI, 1996).

Solucdes metanolicas ou hidroetandlicas 80 % apresentam algum grau de solubilidade
para a grande maioria dos constituintes de interesse para andlise fitoquimica, sendo
frequentemente empregadas nos processos extrativos. Além dos fatores relacionados a
eficiéncia do processo extrativo, também deve ser considerado a toxicidade, os riscos, a

disponibilidade e custo do solvente e a estabilidade das substancias extraidas (FALKEMBERG,;
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SANTOS; SIMOES, 2007). Pelos varios relatos presentes na literatura e da experiéncia de seu
grupo de pesquisa, Calixto (2001) evidenciou que, para a maioria das plantas, o processo de
maceracao prolongado a frio utilizando etanol-agua (70:30 ou 50:50, v/v) extrai diferentes
compostos ativos de diferentes polaridades.

Em estudo de Majhenic, Skerget e Knez (2007) foi possivel observar que o extrato
hidroetandlico 60 % de sementes de guarana (Paullinia cupana Kunth.) obteve a maior
atividade antioxidante comparado aos outros extratos aquoso, metanolico e hidroceténico 35
%, pelos métodos de captura do radical DPPH" ¢ sistema -caroteno/acido linoléico. Em outro
estudo realizado por Martins et al. (2016), utilizando extratos hidrometandlicos 80 % das
sementes de anis (Pimpinella anisum L.) e coentro (Coriandrum sativum L.), pertencentes a
mesma familia, foi comparado o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante pelos
métodos de captura do radical DPPH®, descoramento do B-caroteno, entre outros. Em todos os
ensaios realizados, o extrato hidrometanolico de sementes de anis apresentou maior teor de
compostos fenolicos e maior atividade antioxidante.

A atividade antioxidante do extrato hidrometanolico 80 % das folhas e botdes de flores
de Cistus salviifolius L. foi avaliada por Euch, Bouajila e Bouzouitaa (2015) pelos métodos de
captura do radical DPPH" e ABTS™ e poder redutor do ferro (FRAP), além da quantificacdo de
teor de compostos fendlicos, flavonoides, taninos e antocianidinas totais. O extrato
hidrometandlico das flores apresentou melhores resultados quanto a atividade antioxidante e
teor de compostos fenolicos e flavonoides totais, enquanto o extrato das folhas obteve melhores
resultados para os teores de antocianidinas e taninos totais.

O extrato etandlico de folhas Pterygota alata Roxb. e suas fracdes obtidas por particdo
liquido-liquido utilizando n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e &gua foram submetidos a
testes antioxidantes pela captura do radical DPPH*, FRAP e capacidade antioxidante total, além
da quantificacdo do teor de flavonoides e compostos fenolicos totais. Jahan et al. (2014)
observaram que, dentre essas amostras, a fracdo de cloroformio obteve os maiores teores de
compostos fenolicos e flavonoides, como também maior atividade antioxidante.

Em outro estudo, sete espécies de plantas entre extratos de suas folhas e frutas foram
avaliadas em relagdo ao teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante pelo método
de captura do radical ABTS™ e FRAP. Teleszko e Wodjylo (2015) constaram que 0s extratos
das folhas obtiveram resultados bastante significativos de teor de fendlicos e flavonoides totais
e atividade antioxidante em comparagéo com 0s extratos das frutas.

O extrato hidroetanolico 70 % de folhas de Lactuca sativa L. (alface) foi avaliado por

Harsha, Anilakuman e Mithila (2013) por sua capacidade de capturar os radicais DPPH*, O>~*,
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HO® e NO*. Para todos os testes o extrato foi capaz de capturar a espécie reativa, porém
apresentou melhor resultado para a captura do O>—".

Arunachalam e Parimelazhagan (2014) avaliaram a atividade antioxidante e o teor de
compostos fenolicos totais dos extratos metanolicos das folhas, cascas e frutos de Cordia
evolutior (Clarke) Gamble obtidos por ultrassom durante 60 min. Para todos os ensaios
realizados referentes a atividade antioxidante (DPPH*, HO* e descoramento do -caroteno) e ao
teor de compostos fenolicos totais, o extrato das folhas apresentou melhores resultados
comparado aos extratos das cascas e frutos.

Através dos varios relatos presentes na literatura € possivel observar uma correlacao
entre o teor de compostos fendlicos numa determinada planta ou extrato e sua atividade
antioxidante. Na maioria dos casos relatados, quanto maior é a quantidade desses compostos

maior é a sua atividade antioxidante.

1.3.6 Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento é um processo bioldgico caracterizado como uma deterioracdo
progressiva, dependente do tempo e associada a reducdo da homeostase molecular e celular que
desencadeia alteracdes organicas e a diminuicdo da capacidade dos 6rgdos de executar funcbes
normais, podendo causar patologias ou, até mesmo, a morte (MOI, 2004).

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo cerca de 15 % do peso
corporal, que protege, reveste e delimita organismo. Este importante 6rgédo faz parte do sistema
tegumentar que esta sujeito a alteracdes que caracterizam o envelhecimento; a producdo de
moléculas de adesdo celular desencadeia muitas reacGes consecutivas que podem levar a
processos inflamatorios e a produgdo das ERO, que sdo as principais causadoras do
envelhecimento cutaneo (SCHNEIDER, 2009).

Dois fatores estdo envolvidos no processo de envelhecimento da pele, intrinseco ou
cronoldgico e extrinseco ou fotoenvelhecimento. Cerca de 80 % dos sinais de envelhecimento
visiveis, como aumento de rugas, espessamento de camada exterior da pele - a epiderme, perda
de firmeza e elasticidade, s&o provocados pelas radiagdes ultravioleta (UV) e,
consequentemente, pelos radicais livres e espécies reativas, que atuam como bases, abstraindo
atomos de hidrogénio como nucledfilos, e substituindo outros grupos como radicais,
adicionando-se a sistemas insaturados. Em ambos os fatores sdo observados a formacéo de
radicais livres e espécies reativas (HARRIS, 2009; MAGALHAES, 2000; SCOTTI;
VELASCO, 2003).
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O envelhecimento cuténeo intrinseco é causado por fatores genéticos que podem ser
agravados por fatores neuro-hormonais e estd diretamente relacionado ao desequilibrio do
mecanismo de defesa antioxidante do organismo e, além disso, os fibroblastos e queratindcitos,
que sdo as celulas responsaveis pelas propriedades elasticas e de sustentacéo, se proliferam mais
lentamente causando a reducdo de producgdo de colageno e, consequentemente, da regeneragdo
celular e da elasticidade (BEGATIN 2009; HIRATA; SATO; SANTOS, 2004).

O envelhecimento cutaneo extrinseco € consequéncia, principalmente, da radiacdo UV
que atinge diferentes niveis na pele, dependendo do seu comprimento de onda. A radiacdo UVA
apresenta ondas mais longas (340-400 nm) que atingem queratindcitos da epiderme e
fibroblastos da derme (camada intermediaria); a radiacdo UVB por ter menor comprimento
(290-320 nm) é mais absorvida na epiderme, afetando, principalmente, os queratindcitos.
Ambas as radiacGes causam mudancas moleculares nas células e conduz a formacéo de radicais
livres, provocando a degradacéo e dano dos sistemas antioxidantes de defesa da pele e no DNA
de forma indireta e direta, respectivamente (BEGATIN, 2009; COSTA et al. 2012;
MONTAGNER; COSTA, 2009; SCOTTI et al., 2007).

Apesar do envelhecimento da pele ser uma pequena parte do processo de
envelhecimento do organismo como um todo, é evidente que 0 aumento da perspectiva de vida
ocasione uma busca maior por tratamentos, prevencao e controle deste processo, uma vez que
a aparéncia da pele interfere em aspectos psicoldgicos e sociais e na relacdo do individuo com
o ambiente (DIEAMANT, 2012; PUJOL, 2011).

1.3.7 Correlagéo entre processo inflamatorio e oxidativo

A inflamagc&o é a resposta fisioldgica normal do organismo a infecgdo ou lesdo tecidual
gue permite que o individuo sobreviva as adversidades do meio e mantém a homeostase dos
tecidos sob diversas condi¢fes nocivas, tais como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular e recrutamento de células inflamatorias (neutréfilos, monaocitos, macrofagos e, em
alguns casos, linfécitos), além da liberacdo de mediatores citotoxicos, inflamatorios e
guimiotaticos que, em conjunto, agem para conter, destruir e remover 0s agentes invasores €
patogenos. Em geral, as respostas do organismo a inflamacéo localizada sdo auto-limitadas e
resultam na reparacdo da lesdo (MEDZHITOV, 2010; OKIN; MEDZHITQOV, 2012).

Nas areas de inflamacéo, causadas por invasdo tecidual ou de microrganismos, como,
também, por desordens imunes ou tecidos inespecificos lesados, os neutréfilos se encontram

em abundancia, que sdo atraidos por sinais quimiotaticos enddgenos ou gerados por agentes
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invasivos. Quando ativados, sofrem um conjunto de alteraces metabdlicas com formac&o das
ERO. Em condig¢des normais, esses eventos sdo vitais para a sobrevivéncia humana, porém
guando ocorrem em excesso, podem se relacionar com 0 aparecimento de processos
degenerativos das inflamacGes cronicas e diversas patologias (SUZUKI; CHOW; DOWNEY,
2008; WRIGHT et al., 2010).

O estresse oxidativo estd altamente associado as patologias relacionadas ao
envelhecimento e, consequentemente, ao processo inflamatério. Como neste processo ha o
envolvimento de um grande nimero de células e mediadores, ainda ndo foi totalmente elucidado
0 que realmente desencadeia a resposta inflamatéria. As citocinas sdo proteinas do sistema
imunolégico produzidas, principalmente, por leucdcitos, atuando como comunicadores
quimicos entre as células e regulando a defesa do organismo contra patdgenos (BAIERLE et
al., 2015). Em estudo realizado por Baierle et al. (2015), foi observado em um grupo de 80
idosos acima de 60 anos que o aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias era
acompanhado do aumento de carbonilas proteicas, além da reducdo da atividade da enzima
GPx, confirmando a correlacdo entre processo oxidativo e inflamatorio nos parametros
analisados.

Em outro estudo realizado por Virgolice et al. (2008), foi observado em um grupo de 40
pacientes diabéticos entre 45 e 75 anos que altos valores de marcadores inflamatdrios eram
acompanhados do aumento do estresse oxidativo. Os autores sugeriram, também, a ligacao
entre obesidade e diabetes mellitus que pode ser representada pela inflamacéao e pelo estresse
oxidativo.

Por outro lado, Biswas (2016) discute as controvérsias entre variados estudos com
ensaios antioxidantes que ou causaram efeitos benéficos ou nenhum efeito, até mesmo, efeitos
prejudiciais a saude humana. Assim, as pesquisas relacionadas apontaram incertezas sobre o
papel do estresse oxidativo nas patologias humanas. No entanto, inimeras explicaces foram
propostas para esclarecer essa discrepancia entre ensaios clinicos, epidemioldgicos e/ou
experimentais, aparecendo como um novo enigma para a ciéncia, conhecido como “paradoxo
antioxidante”.

Como consequéncia da liberacdo excessiva de moléculas citotoxicas pelos neutréfilos e
da grande produgdo de ERO no organismo em condi¢des de estresse oxidativo, existe um
grande interesse em encontrar reguladores das funcdes efetoras da célula, para que novas
substancias com atividade anti-inflamatdria e antioxidante sejam produzidas. Neste contexto

estdo inseridos o estudo de produtos naturais, que tém demonstrado resultados satisfatorios
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envolvendo diversas substancias com efeitos positivos sobre o metabolismo oxidativo
(BERGENDI et al., 1999; CABANIS et al., 1996; FOOK et al., 2005).

Como demonstrado neste trabalho, a espécie vegetal C. verbenacea apresentou
atividade antioxidante pronunciada frente a diferentes ERO de importancia bioldgica, podendo

sugerir sua atuacdo em processos inflamatérios de forma benéfica.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante do extrato de folhas de C. verbenacea frente a espécies
reativas de relevancia biologica para possivel aplicacdo na prevencdo do envelhecimento

cutaneo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar o extrato de folhas de C. verbenacea com maior potencial antioxidante através
da comparacdo dos teores de compostos fendlicos totais e de flavonoides totais, além da
atividade antioxidante de extratos etandlico, hidroetanolico 70 % e aquoso;

b) Avaliar a atividade antioxidante do extrato selecionado por métodos in vitro e comparar seu
comportamento frente a diferentes espécies reativas de oxigénio;

c) Avaliar a citotoxicidade in vitro do extrato selecionado de C. verbenacea em linhagem
celular HepG2 e HaCat;

d) Obter os perfis cromatograficos do extrato de C. verbenacea utilizando as técnicas de
cromatografia em camada delgada e de cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e) Desenvolver formulagdo cosmética contendo o extrato de C. verbenacea para avaliar a

atividade fotoprotetora.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Os reagentes e substancias foram obtidos das seguintes empresas: reagente Folin-
Ciocalteau da Imbralab®; carbonato de sddio, 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH"), persulfato
de potéssio, &cido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) (ABTS), 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina (TMB), crocina, dicloridrato de 2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina)
(AAPH), metassulfato de fenazina (PMS), azul de nitrotetrazdlio (NBT), nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH), &cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano
(trolox), quercetina, acido ascérbico, bromato de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetraz6lio (MTT), antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL),
dimetilsulfoxido (DMSO), tamp&o fosfato-salino (PBS) da Sigma-Aldrich®; acido acético
glacial e peréxido de hidrogénio, alcool isopropilico da Merck®; meio de cultura DMEM, soro
fetal bovino da Cultilab®; tripsina da Gibco®; solventes grau analitico (PA): metanol, acetato
de etila, cloroférmio, isopropanol, hexano e tolueno da Sigma-Aldrich®; solvente grau
cromatografico: metanol da Chemys®. Fita da Transpore®. Agua ultrapura (resistividade
minima de 18,2 MQ.cm): obtida em ultrapurificador modelo Direct Q3 UV Merck Millipore®.
Agua deionizada (0,23 pS/cm): obtida do deionizador Gehaka®.

Os equipamentos utilizados foram: balanca analitica (Acculab®), banho-maria, pHmetro
(Marconi®), sonicador Ultra Sonic Cleaner (Unique®), espectrofotdmetros de placas Biotek®
(Power Wave XS2) e com cubetas Shimadzu® modelo 1800 e OceanOptics® modelo USB 4000
com agitacdo magnética, CLAE-DAD-UV/Vis modelo Flexar Perkin-Elmer® (bomba
quaternaria, desgaseificador, injetor manual Rheodyne® de 6 pérticos com loop de 20 pL,
detectores DAD e UV/Vis, programa gerenciador do cromatografo e de dados Chromera®
4.1.0.6386), aparelho de determinacéo de FPS Optometrics® modelo SPF-290S.

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS DE C. verbenacea

3.2.1 Preparo dos extratos para a selecao do liquido extrator

As folhas de C. verbenacea foram coletadas no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgias e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), localizado no distrito de Betel, Paulinia-SP (22°47°15.91”’S 47°06°42.87”0) em
31 de outubro de 2013, entre 11 h e 12 h, em condi¢cdo ambiente com céu nublado. Foram
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coletados exemplares para a preparacao das exsicatas que foram enviadas para tombamento no
Herbario S&o Jose do Rio Preto (IBILCE/UNESP) sob o0 nimero 31235.

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa com circulacéo de ar a 40° C por
72 h, e, posteriormente, a trituracdo em moinho de facas. A extracdo do material seco e
moido foi realizada utilizando 1,0 kg de material vegetal para a extragdo com etanol e 50,0 g
para a extracdo com etanol 70 % (pequena escala), por maceracdo a 35° C em 3 etapas com
renovacdo do liquido extrator (24, 48 e 48 h), sob agitacdo ocasional. A relacdo droga
vegetal/solvente total (3 etapas) foi de 1:15 (g/mL), sendo 1:5 em cada etapa. Para o preparo do
extrato aquoso, o material vegetal (50,0 g) foi extraido por 4 h a 50° C com agua deionizada,
utilizando uma relagéo droga vegetal/solvente de 1:14 (g/mL).

As solucBes extrativas obtidas de cada liquido extrator (etanol, etanol 70 % e agua)
foram reunidas e filtradas em papel de filtro. Apenas as solucdes extrativas etandlica e
hidroetantlica foram concentradas em rotaevaporador. Em seguida, a solucdo extrativa
etandlica concentrada foi seca sob fluxo de ar em capela e as solucgdes extrativas hidroetandlica
e aquosa foram liofilizadas, e, finalmente, todos os extratos foram colocados em dessecador
com silica gel sob pressdo reduzida até massa constante. Os extratos secos foram armazenados
em frascos fechados em geladeira.

A coleta, secagem e moagem do material vegetal e a obtencao do extrato etanélico foram
realizados pelo aluno de doutorado Juhan A. S. Pereira que desenvolve o projeto intitulado
“Avaliacdo da variabilidade do metabolismo secundario em Cordia verbenacea DC.”; ¢ a
obtencdo do extrato aquoso foi realizada pela aluna de iniciacdo cientifica Jéssica Pereira de

Azevedo, ambos do mesmo grupo de pesquisa.

3.2.2 Preparo do extrato hidroetanolico 70 % em maior escala

Apols a selecdo do liquido extrator, através dos resultados obtidos nos ensaios
preliminares de teor de fenolicos totais (item 3.3), teor de flavonoides totais (item 3.4), atividade
antioxidante pelo método do DPPH" (item 3.5.1) e perfis cromatogréficos (item 3.7.2), foi
realizada uma nova extracdo com etanol 70 % por maceragédo em 3 etapas em maior escala,
utilizando 1,0 kg do material vegetal seco e moido. A extracdo, concentracdo e secagem do

extrato foram realizadas como descrito no item anterior.
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3.3 DETERMINAGCAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos de C. verbenacea foi determinado por
fotometria no visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau e curva analitica de acido galico
seguindo o método descrito por Singleton e Rossi (1965) e Singleton et al. (1999). A Figura 5
exemplifica a reagdo produzida no método com o acido galico. As absorbancias das amostras
foram medidas em 760 nm em espectrofotémetro UV/Vis de cubetas. Os extratos etandlico
(EtOH), hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) e aquoso (Aq) foram solubilizados em etanol, etanol
70 % e metanol 20 %, respectivamente, e avaliados na concentragdo de 25,0 pg/mL; como
branco, para cada extrato foi adicionado aos reagentes um volume do respectivo diluente
correspondente ao volume da solucdo do extrato. Para a construcéo da curva analica do acido
galico, solubilizado em &gua deionizada, foram utilizadas as concentragdes 1,3, 2,5, 4,0, 5,0,
7,5, 10,0 e 20,0 pg/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos em miligramas de compostos fendlicos totais equivalentes ao acido galico por grama

de extrato seco.

Figura 5 - Reacéo do &cido galico com o cation molibdénio (Mo®"), componente do reagente Folin-
Ciocalteau (Na2WOQs. 2H20 + Na:MoOs . 2H20 + Li2SOs . 4H20, em meio &cido), que
apresenta coloragdo amarela no complexo Na;MoOx . 2H,0 e, ap6s ser reduzido (Mo**),

ocorre a formacdo dos complexos molibdénio-tungsténio com coloragéo azul.
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3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides totais dos extratos de C. verbenacea foi determinado conforme o
método proposto por Ho, Yu e Su (2012) (metodo A). A Figura 6 demonstra a formacdo do
complexo flavonoide-AlI**, responsavel pela absorcdo de luz Vis. As absorbancias foram

mensuradas em 415 nm em espectrofotometro UV/Vis de cubetas. A quercetina foi utilizada
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como padrdo para obtencdo de curva analitica. Os extratos foram solubilizados de acordo com
o item 3.3 e 0 extrato EtOH foi avaliado na concentragdo de 100,0 pg/mL, enquanto que os
extratos EtOH 70 % e Aq foram avaliados na concentracdo de 150,0 pg/mL,; para cada extrato
foi adicionado aos reagentes um volume do respectivo diluente correspondente ao volume da
solucdo do extrato. Para a construcéo da curva analica da quercetina, solubilizada em etanol 95
%, foram utilizadas as concentrag¢bes 0,9, 1,5, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,5 pg/mL.Os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em miligramas de

flavonoides totais equivalentes a quercetina por grama de extrato seco.

Figura 6 - Formagéo do complexo flavonoide-AP* (Amax = 425 nm).
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3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.5.1 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH®

O ensaio de atividade antioxidante dos extratos foi realizado através da utilizacdo do
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH") (Figura 7). O método seguido foi o descrito por
Sharma e Bhat (2009) utilizando diferentes concentra¢bes de extrato EtOH (5,0, 10,0, 20,0,
30,0, 40,0, 50,0, 60,0 e 70,0 ug/mL), EtOH 70 % (1,0, 3,0, 5,0, 8,0, 10,0, 12,0, 15,0, 17,0, 20,0,
25,0, 30,0 e 35,0 ug/mL) e Aq (5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0 e 80,0 ug/mL),
solubilizados de acordo com o item 3.3 e como branco foi utilizado o metanol. A leitura das
absorbancias foi feita em 517 nm em espectrofotémetro UV/Vis de cubetas. As leituras foram
realizadas em triplicata e foram computadas as médias das absorbancias de cada concentracao,
entdo foi calculada a porcentagem de captura do radical DPPH* tendo como referéncia o
controle (MOLYNEUX, 2004). O ensaio também foi realizado para o acido ascorbico, como

antioxidante padrdo, solubilizado em &gua deionizada em diferentes concentracées (0,9, 1,8,
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2,6, 3,5, 4,4 e 5,3 pg/mL). Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(EPM) das porcentagens de inibicéo.

Figura 7 - Estrutura quimica do radical DPPH".
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3.5.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do ABTS**

A partir dos resultados obtidos nos ensaios anteriores, foi selecionado o extrato EtOH
70 % para seguir com a investigacdo e também foram escolhidos trés padrdes antioxidantes
hidrossollveis para efeito comparativo, a quercetina, pertencente a classe dos flavonoides, o
acido ascdbico (vitamina C) e um anélogo soltvel da vitamina E, o trolox. Suas estrtuturas
guimicas estao representadas na Figura 8. Inimeros relatos da literatura sugerem que a vitamina
C é um poderoso antioxidante encontrado em abundancia nas frutas e vegetais e, além disso,
tem a capacidade de regenerar a vitamina E ap0s esta atuar como antioxidante (PACKER,;
SLATER; WILSON, 1979) e, também, tem como caracteristica ser lipossolivel devido a sua
estrutura quimica (Figura 8). Em todos os ensaios antioxidantes a partir deste, o extrato EtOH

70 % foi comparado a esses padroes.
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Figura 8 - Estruturas quimicas da quercetina, acido ascorbico (vatamina C), vitamina E e seu

analogo soluvel em &gua, trolox.
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Para a avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do ABTS™ foi utilizado o
método descrito por Re et al. (1999), com algumas modificagdes. O cation radicalar ABTS™
foi gerado pela oxidacdo do ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potassio (140 mmol/L) na
auséncia de luz, a temperatura ambiente, por, aproximadamente, 16 h (Figura 9). Apds ser
formado, o radical foi diluido em tampao fosfato de sddio (pH 7,0) até se obter a absorbancia
de 0,750 + 0,020, em 734 nm. Foi utilizado o espectrofotdmetro de microplacas para realizagéo
das leituras das absorbancias apds incubacdo de 15 min na auséncia de luz e na presenca e
auséncia da amostra (extrato EtOH 70 % nas concentrages de 1,0, 2,0, 3,0, 6,0, 8,0, 10,0, 12,0,
15,0, 17,0 e 19,0 ug/mL) e padrdes (acido ascorbico: 1,0, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5¢e 5,0 ug/mL;
quercetina: 0,2, 0,4, 0,5,0,7,0,9, 1,0, 1,2 e 1,3 e trolox: 0,5, 1,0, 2,0, 2,5, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5
e 6,0 ug/mL). Tanto o &cido ascdrbico como trolox foram solubilizados em tampé&o fosfato de
sodio (pH 7,0). Para a solubilizagdo do extrato EtOH 70 % e da quercetina, foi necessario
preparar uma solugdo em DMSO e entdo realizar uma diluicdo com o0 mesmo tampao para obter
a solucdo de trabalho. O volume total da reagdo foi de 300 uL, sendo 100 pL para a solugéo de
ABTS™ e 200 pL para as diferentes concentracfes de amostra e padrées. Como branco foi
utilizado 300 uL de tampé&o. As leituras das absorbancias foram realizadas em triplicata e a

partir da média de cada concentracdo, foi calculada a porcentagem de captura do radical
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ABTS*. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM) das
porcentagens de inibicdo. O valor de CEso do extrato EtOH 70 % também foi convertido a
capacidade antioxidante equivalente ao trolox (CAET) dividindo-se o valor de CEso do trolox

(umol), pelo valor de CEsq do extrato (g).

Figura 9 - Formacao do radical ABTS™.
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3.5.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do anion radicalar superéxido
(C27)

Para 0 ensaio da atividade antioxidante pelo método do O>~*, a reagdo entre metassulfato
de fenazina (PMS) e a nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), forma o anion
radicalar superdxido que reage com o azul de nitrotetrazélio (NBT), reduzindo-o, para gerar
uma formazana, na qual a intensidade de cor é diretamente proporcional a concentragdo do
radical (Figura 10).

O experimento foi realizado em tampéo pirofosfato de sodio (pH 8,3; 25 mmol/L),
contendo PMS (372 umol/L), NBT (600 umol/L), NADH (1.560 pumol/L), diferentes
concentragcdes da amostra (extrato EtOH 70 %: 100,0, 150,0, 200,0, 250,0, 300,0, 350,0, 400,0,
450,0 e 500,0 ug/mL) e padrdes (acido ascorbico: 50,0, 55,0, 60,0, 65,0, 70,0, 75,0 e 80,0
ug/mL; quercetina: 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 35,0 e 40,0 ug/mL e trolox: 250,0, 450,0, 550,0,
650,0, 850,0, 950,0 e 1.050,0 png/mL), completando com &gua para alcancar o volume final de
reagao de 300 pL. A solubilizacdo da amostra e padrdes para o preparado das solucfes de
trabalho foi realizado como descrito no item 3.5.2., substituindo o tampéo fosfato de sédio (pH
7,0) por tampdo pirofosfato de sodio (pH 8,3). Como branco da reacdo foram utilizados o
tampdo, PMS, NBT e agua, completando o volume de 300 pL. Apds incubagdo de 7 min a
temperatura ambiente, a absorbancia foi monitorada em 560 nm, a fim de determinar a
quantidade de formazana gerada (HAZRA; BISWAS; MANDAL, 2008). O monitoramento da
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formazana é feito por fotometria com a mudanca da coloragdo amarelo pélido do NBT para
uma coloragdo purpura da formazana; as moléculas que atuam como antioxidantes interagem
com o O>~* inibindo a producgdo da formazana (ALVES et al., 2010). Os resultados foram

expressos em média + erro padrdo da média (EPM) das porcentagens de inibig&o.

Figura 10 - Esquema da geracdo do O, e a a¢do de um antioxidante para inibir a formag&o de formazana.
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2009).

3.5.4 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do descoramento da crocina

Tendo em vista a importancia da lipoperoxidacéo, que gera o radical peroxila (ROO"),
normalmente encontrado em amostras biolégicas e alimentos, varios sistemas-modelo sdo
utilizados para simular esta reacdo e avaliar a atividade antioxidante de uma determinada
amostra.

Este ensaio foi inicialmente proposto por Bors, Michael e Saran (1984) e mostrou-se

adequado para simular o processo de lipoperoxidacéo e avaliar a atividade antioxidante frente
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a este tipo de oxidacdo. A capacidade de captura das substancias antioxidantes é medida através
da protecdo da crocina, que ndo sofrerd o descoramento por um composto gerador de radicais
livres. A crocina é um pigmento natural derivado da planta Crocus sativus L., classificada como

carotenoide (Figura 11).

Figura 11 - Estrutura quimica da crocina.

Os fosfolipidios (Figura 12) sdo um dos componentes essenciais das membranas
bioldgicas. E possivel notar uma semelhanca entre a estrutura da crocina e de um fosfolipidio,

sendo relevante a utilizacdo desse carotenoide para este sistema-modelo.

Figura 12 - Estrutura de um fosfolipidio (fosfatidilcolina).
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Fonte: Dowhan, Bogdanov e Mileykovskaya (2016).
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Este método foi utilizado para analisar a capacidade antioxidante do plasma sanguineo
humano, mostrando-se ser eficaz para amostras complexas bioldgicas (TUBARO et al., 1998).

O ensaio do descoramento da crocina foi realizado de acordo com Tubaro et al. (1998)
por meio do monitoramento do decréscimo da absorbancia da crocina em funcao do tempo em
443 nm, durante 10 min em um procedimento de competicdo cinética, no qual a reacdo é
iniciada pela adicdo do azocomposto AAPH, dicloridrato de 2,2-azobis-(2-
metilpropanoamidina), que gera um radical livre por termolise a 40° C e com velocidade
constante. Rapidamente, o O dissolvido no meio reacional interage com este radical e gera o
radical ROO* que é capaz de abstrair um atomo de hidrogénio da estrutura da crocina e gerar
um radical em sua prépria estrutura, rompendo o sistema de duplas ligacbes conjugadas, e,
consequentemente, provocando seu descoramento e reducdo de sua absorbancia na regido do
visivel. Com a acdo de uma substancia antioxidante, o decaimento da absorbancia diminui,
sendo possivel registrar um novo valor na variacdo da absorbancia em funcdo do tempo
(velocidade de descoramento). Portanto, os antioxidantes competem com a crocina pelos

radicais ROO" e inibem a sua oxidacéo (Figura 13).
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Figura 13 - ReacOes envolvidas no descoramento da crocina através da termolise do AAPH e a a¢do de um

antioxidante que inibe este processo.
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Fonte: Adaptado de Assis et al. (2015) e Werber et al. (2011).

Experimentalmente, a reacédo foi realizada em volume total de 2 mL, em tampéo fosfato
de sdédio 0,12 mol/L, pH 7,0 com 25 pumol/L de crocina (a partir de uma solugdo estoque em
DMSO 6 mmol/L) e diferentes concentracdes de amostra (extrato EtOH 70 %: 5,0, 10,0, 15,0,
20,0, 25,0 e 30,0 ug/mL) e padrdes (&cido ascorbico: 0,2, 0,5, 0,7, 1,0 e 1,2 ug/mL; quercetina:
0,3,091,2,15,18,21e2,7 ug/mL e trolox: 0,1, 1,9, 3,1, 4,4 e 6,3 ug/mL). Para o preparo
das solucdes estoques, 0 acido ascorbico e trolox foram solubilizados no tampéo fosfato de
sodio (pH 7,0), enquanto que a quercetina foi solubilizada em DMSO. A rea¢do tem inicio com
adigdo de 50 pL (12,5 mmol/L, concentracdo final) de AAPH (em solucédo estoque fresca 0,5
mol/L em tampéo fosfato de sodio 0,12 mol/L, pH 7,0), monitorada a 443 nm, sob agitacéo e

temperatura de 40° C, constantes.
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A velocidade do descoramento da crocina se torna linear em, aproximadamente, 1 min
apos a adicdo do AAPH, tendo sido monitorada por 10 min a cada 30 s em espectrofotémetro
(OceanOptics® USB 4000). Para eliminar possiveis interferéncias das amostras, foi realizado
para cada soluto, um ensaio sem crocina, considerando-o como branco da reacao.

Mediante a competi¢do cinética, o descoramento da crocina (Vo), devido ao radical
peroxila, diminui na presenca de um antioxidante. O antioxidante compete com a crocina pelo
radical ROO", tendo-se uma nova velocidade do descoramento (V). Os valores de Vo e V podem
ser calculados a partir da inclinacéo de regressao linear de cada concentracdo testada atraves da
equacéo da reta. O coeficiente angular é o valor de Voe V (y = ax + b).

Para representacdo grafica, é utilizado um grafico Vo/V versus [A]/[C], onde A é a
concentracdo da amostra utilizada e C € a concentracdo de crocina, indicando a capacidade
relativa de um antioxidante interagir com o radical peroxila. A partir deste grafico, outra
regressdo linear é feita e a partir da equacdo da reta é possivel obter um novo valor de
coeficiente angular. Pela divisdo do coeficiente angular do extrato EtOH 70 % e do coeficiente
angular dos padrdes, é possivel expressar os valores em equivalentes ao acido ascérbico,
quercetina e trolox.

Tubaro et al. (1998) fizeram uso da absortividade molar (€) dada na literatura para
ajustar a concentracdo de uma solucdo de crocina em metanol, isolada a partir do saffron
(Crocus sativus L.). Assis (2012) substituiu 0 metanol por DMSO, uma vez que a crocina €
muito mais sollvel neste solvente, e obteve o seguinte valor de coeficiente da absortividade
molar: € = 13.727 L M*lcm, a 443 nm. A concentragéo da crocina foi determinada através do

valor de absorbéancia obtido e do valor de €.

3.5.5 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método da espécie reativa HOCI/OCI—

Este ensaio foi realizado pelo método descrito por Costa, Ximenes e Fonseca (2004), no
qgual a capacidade antioxidante depende da habilidade da amostra em capturar o HOCI,
impedindo-o de oxidar o TMB. Com a oxida¢do do TMB é gerado um cromoforo azul com
méaximo de absorbancia em 655 nm e com grande sensibilidade para determinar a captura do
HOCI/OCI~ pela amostra (Figura 14).
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Figura 14 - Oxidacdo do TMB pelo HOCI/OCI—.
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Para obter 0 agente oxidante padréo foi feita uma diluicdo do NaOCI 12 % em NaOH
10 mmol/L. A concentracdo do HOCI foi determinada através do valor de absorbancia obtido e
de sua absortividade molar (€ = 350 L M*cm™, a 292 nm) (ZGLICZYNSKI et al., 1971). A
solucdo de TMB (2,8 mmol/L) foi preparada com dimetilformamida 50 %, &cido acético 0,8
mol/L e iodeto de potassio 0,01 mol/L em um volume final de 5 mL, na proporc¢éo de 50:49:1
(v/v), respectivamente.

O teste foi realizado em microplaca, com diferentes concentraces da amostra (extrato
EtOH 70 %: 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 5,0, 30,0, 60,0 e 120 pg/mL, solubilizado em
dimetilformamida) e padrdes (acido ascorbico: 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5 e 5,0 pg/mL;
quercetina: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 e 0,9 pg/mL e trolox: 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 3,5
ug/mL, solubilizados em tampdo, dimetilformamida e tampao, respectivamente) em meio
tamponado com fosfato de sédio pH 7,4 (50 mmol/L), HOCI (30 umol/L), incubacédo de 10 min
e, apos, foi adicionado 0 TMB (2,8 mmol/L), mantendo o volume de 60 pL, e variando o volume
da amostra e dos padrdes, de acordo com suas concentracOes analisadas, totalizando 300 uL de
volume final; como branco da reacdo foram utilizados o tampdo e TMB. As incubacgdes foram
realizadas em temperatura ambiente por 5 min na auséncia de luz, e as leituras da absorbancia
foram realizadas em triplicata em 652 nm e a partir da média de cada concentracdo, foi calcula
a porcentagem de captura do HOCI. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da

média (EPM) das porcentagens de inibicao.
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3.5.6 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método da espécie reativa H202

A capacidade de inibigdo do H2O> foi determinada segundo Ching, Jong e Bast (1994),
com algumas modificagdes, no qual o H>O, oxida o &cido 5-tio-2-nitrobenzodico (TNB) a acido
5-5’-ditio-2-nitrobenzéico (DTNB), com diminuicdo da absorbancia a 412 nm e 0 aumento a
325 nm (Figura 15).

Figura 15 - Oxidacdo do TNB em DTNB pelo H20a.
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O TNB foi preparado segundo Ching, Jong e Bast (1994) e sua concentracdo foi
determinada a partir de sua absorbancia e absortividade molar em 412 nm (13.600 L M-cm™),
e a concentracdo do H20; foi determinada de acordo com Brestel (1985) (€ =80 L Mt cm?, a
230 nm).

Realizou-se o ensaio em tampéao fosfato de potassio 50 mmol/L, pH 7,4, adicionando
em tubo de ensaio diferentes concentracdes da amostra (extrato EtOH 70 %: 50,0, 100,0, 150,0,
200,0, 250,0, 300,0, 350,0, 400,0, 450,0 e 500,0pg/mL, solubilizado em DMSO e,
posteriormente em tampdao, obtendo a solucéo de trabalho) e dos padrdes (acido ascorbico: 38,0,
43,0, 53,0, 58,0, 73,0 e 78,0 ug/mL; quercetina: 15,1 e 30,2 pg/mL e trolox: 125,1, 3129 e
625,7 ug/mL, solubilizados em tampé&o), H202 (0,3 mmol/L) e incubagé&o por 30 min a 37° C;
apos, adicionou-se TNB (53 pumol/L), e incubou-se por mais 1 h a 37° C., obtendo um volume
final de 1,0 mL. A leitura das absorbancias foi realizada a 412 nm. A partir das absorbancias
obtidas, foi calculada a % de inibicdo pela equagdo %In = [1-(AbSmax - AbSamostra)/(AbSmax-
Absmin)]*100, onde a Absmax = tampado + TNB (100 %) e Absmin = tampéo + H202 + TNB (0
%).

3.5.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrdo da média (DPM). A analise

da variancia One-way ANOVA seguida do teste Student-Newman-Keuls foi utilizada para
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comparacdo entre extrato e padrbes. As diferencas foram consideradas significativas quando
p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism vers&o 5.01.

3.6 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO EXTRATO DE C. verbenacea EM
CELULAS HepG2 e HaCat

Para a avaliacdo da citotoxicidade do extrato EtOH 70 % das folhas de C. verbenacea,
foi utilizado o método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT), que tem como principio determinar a habilidade de células vivas em reduzir o MTT,
formando cristais insollveis de formazana de coloragdo violeta. Os ensaios foram realizados
em células de hepatoma humano (HepG2) que possuem a capacidade de metabolizacdo de
xenobidticos e em queratindcitos humanos (HaCat), encontradas na pele. As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1 mg/mL).
As culturas foram incubadas a 37° C em atmosfera de 5 % de CO.. As células com confluéncia
de 80 a 90 % foram tripsinizadas. A atividade da tripsina foi interrompida pela neutralizacao
com DMEM com soro e a suspenséo foi centrifugada a 2.500 rpm por 3 min. Em seguida, as
células foram semeadas em placas de 96 pocos com densidade celular de 1,0 x 10° células/mL
para HaCat e 2,0 x 10° células/mL para HepG2. As placas foram incubadas por 24 h para a
completa adesdo das células. Em seguida, as células foram tratadas com 100 pL de controle
positivo (doxorrubicina a 20 pg/mL em DMEM sem soro) e controle negativo (DMEM sem
soro). Para a linhagem HacCat, foi utilizado um controle de veiculo (DMSO 0,4 % em DMEM
sem soro) e as concentracgdes de extrato utilizadas foram 75, 100, 125, 150, 175 e 200 pg/mL,
solubilizado em DMEM sem soro com 0,4 % de DMSO. Para a linhagem HepG2, foi utilizado
DMSO 1,0 % em DMEM sem soro como controle de veiculo e as concentracdes de extrato
foram 500, 250, 125, 62,5, 31,3 e 15,6 pg/mL, solubilizado em DMEM sem soro com 1,0 % de
DMSO. O tratamento foi realizado durante 24 h.

Apos o tratamento, o meio de cultura foi removido e 100 pL. de MTT (preparado com 5
mg do sal de metiltetrazolium em 1 mL de PBS, alcangando a concentragéo final de 0,5 mg/mL)
foram adicionados a cada pogo. As placas foram incubadas a 37° C, ao abrigo da luz, até a
observacao da presenca dos cristais violetas de formazana (entre 3 a 5 h). A solucdo de MTT
foi retirada da placa e, para a solubilizagdo dos cristais de formazana, 100 pL de DMSO foram
adicionados a cada poco e a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro com

leitor de microplacas a 570 nm. Foram realizados 3 experimentos independentes com cada
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linhagem celular e, para anélise dos resultados, foi aplicada a anlise da variancia One-way
ANOVA seguida do teste de Tukey para comparacdo entre extrato e controle de veiculo,

utilizando o software GraphPad Prism versédo 5.01.

3.7 DESENVOLVIMENTO DE METODOS CROMATOGRAFICOS
3.7.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato EtOH 70 % foi submetido a cromatografia em camada delgada visando uma
analise fitoquimica preliminar utilizando placas de silica gel com base de aluminio (0,25 mm)
como fase estacionaria, e como fase movel, misturas de diferentes proporgdes com os solventes
acetato de etila, cloroférmio, isopropanol, hexano, metanol e tolueno. Apesar da quimica verde
propor a substituicdo de solventes toxicos por solventes alternativos, fez-se necessario a
utilizacdo, em pequena quantidade, de alguns solventes mais toxicos para se obter melhor
resolu¢cdo em CCD. Como revelador foi utilizado o0 H2SO4 10 %. Para efeito comparativo, o
extrato foi analisado também com o extrato EtOH e 6leo essencial de folhas de C. verbenacea.
Foi utilizada a concentracdo de 2,0 mg/mL para o extrato EtOH, solubilizado em metanol,
aplicando-se 20 uL; de 4,0 mg/mL para o EtOH 70 % solubilizado em metanol 90 %, aplicando-
se 40 uL; e de 5,0 mg/mL para o 6leo essencial, solubilizado em éter etilico, aplicando-se 20

pL.

3.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e UV/Vis
(CLAE-DAD-UV/Vis)

Inicialmente os trés extratos foram testados (EtOH, EtOH 70 % e Aq) para comparar 0S
perfis cromatograficos dos mesmos. Para isso, 0s extratos foram submetidos a um pré-
tratamento, incluindo uma extragdo em fase solida (EFS) em cartucho (C18; 500 mg, 6 mL;
Agilent SampliQ®) e filtragdo em membrana (0,22 pm, PVDF). O pré-tratamento das amostras
foi realizado pelo aluno de doutorado Juhan A. S. Pereira do mesmo grupo de pesquisa. As
amostras (10,0 mg) foram solubilizadas em metanol: agua 95:5 (1,0 mL), as solu¢bes foram
aplicadas no cartucho, eluidas com mais 4,0 mL de metanol: agua 95:5. Apds recolhidos, os
eluatos foram secos em capela e, posteriormente, solubilizados em 1 mL de metanol e filtrados
em membrana. Ao final as amostras dos extratos EtOH, EtOH 70 % e Aqg ficaram com as
respectivas concentraces de 6,6, 2,8 e 3,2 mg/mL, sendo analisados por CLAE-DAD
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utilizando como fase moével agua (A) e metanol (B) em modo gradiente: 5-100 % de metanol
em 30 min, 100 % de metanol por 5 min; coluna PerkinElmer® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum);
vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 uL e detector de arranjo de diodos (DAD) com
comprimentos de onda entre 190 a 400 nm.

Apos a selecdo do EtOH 70 %, outras condigdes cromatograficas (fase movel e
estacionaria) foram avaliadas para otimizar a resolucdo cromatografica e obter perfil
cromatografico mais amplo. Para isso foi realizado novamente o pre-tratamento da amostra da
mesma forma ja descrita e, ao final, sua concentracédo foi de 2 mg/mL.

Inicialmente, foi utilizado e adaptado o método descrito por Matias et al. (2013): coluna
PerkinElmer® C18 (4,6 x 250 mm; 5 um); fase movel acido acético 2 % (A) e metanol (B) em
modo gradiente: 0-2 min 5 % B, 2-10 min 5-25 % B, 10-20 min 25-40 % B, 20-30 min 40-50
% B, 30-40 min 50-60 % B, 40-50 min 60-70 % B, 50-80 min 70-100 % B; vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecéo de 20 pL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

Sendo este um método complexo e com longo tempo de analise, foi desenvolvido outro
método, a fim de simplificar e diminuir o tempo de andlise. Para isso foi utilizada coluna
PerkinElmer® C18 (4,6 x 250 mm; 5 um); fase movel acido acético 2 % (A) e metanol (B) em
modo gradiente: 0-30 min 5-60 % B, 30-35 min 71 % B, 35-55 min 100 % B, 55-60 min 100
% B, vazéo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 L e e detector UV/Vis com comprimento
de onda de 250 nm.

A partir desta condicdo, otimizacdes da fase movel foram realizadas incluindo o
aumento da forca de eluicdo inicial (aumento de % de B no inicio) e alteracfes no tempo do
gradiente.

Tendo em vista a dificuldade de separacdo das substancias, a coluna C18 foi substituida
por uma coluna Varian® difenil (4,6 x 250 mm; 5 um) com a mesma fase mével, comecando
com uma analise em modo gradiente exploratério: 40-100 % B em 40 min, 100 % B por 5 min,
com vazéo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 puL e comprimento de onda de 250 nm.
Baseado neste método e utilizando a mesma coluna e fase movel, foi feita uma analise em modo
gradiente: 0-40 min 30-70 % B, 40-60 min 70-100 % B, 60-65 min 100 % B; com vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecéo de 20 pL e detector UV/Vis de comprimento de onda de 250 nm.

3.7.2.1 Quantificacdo de substancias pelo método do padréo externo

Para a quantificacdo das substancias menos polares do extrato EtOH 70 % de C.

verbenacea por CLAE-DAD, foi utilizado o método cromatografico desenvolvido pelo aluno
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de doutorado Juhan A. S. Pereira, do mesmo grupo de pesquisa, para o extrato etandlico da
mesma espécie. O aluno também isolou 3 substancias a partir deste extrato, identificadas por
analises espectrométricas como sendo 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona, cordialina
A e outro triterpeno analogo a cordialina A, que foram utilizadas para a construcao da curva
analitica. O pre tratamento do extrato EtOH 70 % foi realizado como descrito no item anterior,
e dos padrdes, apenas com filtragdo em membrana (0,22 pum, PVDF). Todos foram
solubilizados em acetonitrila 50 %, obtendo as seguintes concentra¢des: 8 mg/mL para o extrato
EtOH 70 %; 0,0125, 0,0250, 0,0500, 0,1000, 0,2000, 0,3000 mg/mL para 4',5-diidroxi-
2',3,5',6,7-pentametoxiflavona; e 0,0031, 0,0125, 0,0500, 0,1000, 0,2000, 0,3000, 0,4000 e
0,5000 mg/mL para cordialina A e para o triterpeno analogo a cordialina A. As condicdes
cromatogréaficas foram: coluna Thermo Scientific® C18 (4,6 x 250 mm; 5 pm); fase movel agua
(A) e acetonitrila (B) em modo gradiente: 0-10 min 6-20 % B, 10-13 min 20-35 % B, 13-60
min 35-68 % B, 60-62 min 68-100 % B, 62-72 min 100 % B, vazédo de 1,0 mL/min; volume de
injecdo de 20 pL e detector DAD com comprimento de onda de 254 nm.

3.8 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO FITOCOSMETICA E AVALIACAO IN
VITRO DO FPS

Para o desenvolvimento da formulacéo, buscou-se uma emulséo para uso facial do tipo
O/A obtida a frio, para evitar qualquer perda de substancia volatil do extrato; e com
componentes para proporcionar um sensorial agradavel e toque seco.

Inicialmente foi desenvolvida uma formulacdo sem a adicdo do extrato, denominada

formulacdo base (FB) e sua composicao esta representada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composigéo da formulacdo base.

Componentes % m/m
Helianthus annuus (Sunflower) Seed Oil, Polyacrylic Acid, Xylityl
Sesquicaprylate, Glyceryl Stearate, Euphorbia Cerifera (Candelilla Cera) 3,50
Wax, Sodium Hydroxide*
Glyceryl Stearate 1,00
Caprylic / capric triglyceride 1,40
Isopropyl Palmitate 1,20
Cyclopentasiloxane 1,10
Phenoxyethanol, methylparaben, ethylparaben, propylparaben,

0,60

buthylparaben
Agua gsp 100

*Emulfeel
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Uma vez que se encontram inumeros componentes utilizados em produtos cosméticos e
muitos deles apresentam mais de uma denominagdo quimica e/ou comercial, a nomenclatura
INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredient) permite denominar de forma Unica
e simplificada a composicdo dos ingredientes dos produtos cosméticos, tendo como objetivo
facilitar a identificacdo de qualquer ingrediente, proveniente de qualquer pais, por ser uma
codificagdo universal, com um sistema para todos os paises sem distin¢do de idioma, caracteres
e alfabeto (BRASIL, 2009).

A partir da FB foram feitas mais 3 formulacGes, adicionando-se diferentes
concentracdes de EtOH 70 % de C. verbenacea (0,02, 0,2 e 2,0 %; m/m), beseadas no maior
valor de CEsg obtido nas andlises antioxidantes pelo método da captura do radical O>~, sendo
as duas ultimas 10 e 100 vezes maiores que a primeira. Para que o extrato se tornasse sollvel a
formulagdo, foi necessario solubiliza-lo primeiro em 3 % (m/m) de etanol 70 % e 3 % (m/m)
de propilenoglicol e, ap6s, acrescentado a FB.

As formulacBes foram submetidas a avaliacdo in vitro de fator de protecédo solar (FPS)
utilizando o equipamento Optometrics® SPF-290S seguindo as determinagdes do fabricante.
Para isto foram aplicados 110,0 mg de formulag&o sobre uma fita Transpore® a fim de se obter
um filme de amostra de 2 mg/cm?. Em seguida, essa fita foi submetida a incidéncia de radiacio
UV (290-400 nm) por uma lampada de xendnio. As leituras foram repetidas 12 vezes e o FPS
foi calculado pelo software SPF, segundo Kale et al. (2010) e Duraisamy et al. (2011).

Para verificar se o EtOH 70 % de C. verbenacea potencializa o FPS de filtros solares
quimicos, a formulacdo foi acrescida de etilhexil metoxicinamato (ethylhexyl
methoxycinnamate) (4,0 %; m/m) e avaliada pelo mesmo método.

Os resultados obtidos da avaliacdo do FPS para as formulagcbes testadas foram
submetidos a analise estatisca utilizando o programa Statgraphics Centurion XV versao
15.1.02.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE C. verbenacea

A partir da relacdo entre massa inicial de droga vegetal utilizada para obter os extratos
e a massa final do extrato seco, foram calculados os rendimentos (m/m) obtendo-se os seguintes
valores: 13,0 % para o extrato EtOH (massa inicial = 1.000,0 g; massa final = 130,0 g), 21,0 %
para o extrato EtOH 70 % (massa inicial = 1.000,0 g; massa final = 211,0 g) e 6,0 % para o
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extrato Ag (massa inicial = 50,0 g; massa final = 3,0 g). Dentre os solventes utilizados para a

extracdo da droga vegetal, o hidroetandlico 70 % foi o que proporcionou maior rendimento.

4.2 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fenolicos totais presentes dos extratos de C. verbenacea foi
determinado utilizando uma curva analitica do &cido galico, como padrdo externo na
quantificacdo (Figura 16). Os resultados foram determinados a partir da equacéo da reta obtida
por regressdo linear da curva analitica do acido galico e foram expressos em miligramas de
compostos fendlicos totais equivalentes ao acido galico por grama de extrato de C. verbenacea.

Os valores de absorbancia real (absorbancia da amostra - absorbancia do branco) obtidos
para os extratos EtOH, EtOH 70 % e Ag de C. verbenacea na determinacdo de compostos

fendlicos totais estdo representados na Figura 16.

Figura 16 - Curva analitica do acido galico.
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Nota: A tabela inserida representa os valores de absorbancia reais obtidos para os extratos de C.
verbenacea na determinacdo de compostos fendlicos totais. (ABS) absorbancia; (EPM) erro padréo
da média.
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Considerando o valor de absorbancia real dos extratos EtOH, EtOH 70% e Ag, a
equacdo da reta que descreve a curva analitica do &cido galico e a concentracdo das amostras
(25,0 png/mL) foi determinado que os extratos de C. verbenacea contém 4,56, 14,44 e 7,56 pug
de compostos fenolicos totais equivalentes ao acido galico (CFEAG) por 100 ug de extrato,
respectivamente, o que equivalem a 45,6, 144,4 e 75,6 mg de CFEAG por grama de extrato
seco, ou também, 5 %, 14 % e 8 % (m/m) de compostos fendlicos totais.

Dentre os trés solventes utilizados no processo extrativo para comparar o teor de
compostos fendlicos totais, o solvente com polaridade intermediaria (etanol 70 %) se mostrou
0 mais eficiente.

A &gua utilizada como solvente extrator é capaz de extrair &cidos organicos, agucares,
proteinas/peptideos sollveis, aminoacidos resultando em extratos com muitas impurezas que
podem interferir na quantificacdo dos compostos fendlicos. Ja em associacdo com solventes
organicos, contribui para melhorar a extracdo de compostos fendlicos por criar um meio menos
polar do que a &gua (CHIRINOS et al., 2007; LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005;
LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI, 2005).

Michielin et al. (2011) e Santi et al. (2014) avaliaram o teor de compostos fendlicos
totais de extratos obtidos por diferentes métodos e solventes, bem como fracdes do extrato
etandlico de folhas de C. verbenacea pelo reagente Folin-Ciocalteau. Dentre os extratos
analisados, os valores obtidos foram: 79,5 mgCFEAG/g (maceracdo) e 97,0 mgCFEAG/g
(Sohxlet) para o extrato etandlico; 187,0 e 102,0 mgCFEAG/g (Sohxlet) para os extratos
hidroetandlico 25 % e 50 %, respectivamente; e 111,0 mgCFEAG/g (Sohxlet) e 183,5
mgCFEAG/qg (infuséo) para o extrato aquoso.

Michielin et al. (2011) apontaram que apesar das fragOes diclorometanica e acetato
etilica do extrato etandlico obtido por maceracgdo terem se mostrado fontes ricas de compostos
fenolicos (114,0 e 358,0 mgCFEAG/(g, respectivamente), seu rendimento foi muito baixo (2,69
% e 0,26 %; m/m, respectivamente). Dos resultados analisados de todos os extratos e fracoes,
foi possivel concluir que os solventes menos polares extrairam menor quantidade de compostos
fenolicos, enquanto que os de polaridade intermediaria e muito polares extrairam mais
substancias fenolicas.

Como ja foi evidenciado no estudo de Michielin et al. (2011), o resultado obtido por
Santi et al. (2014) de teor de compostos fendlicos totais para a fracdo acetato etilica do extrato
etandlico obtido por maceragdo foi o maior (311,4 mgCFEAG/g), porém com baixo

rendimento.
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O extrato EtOH 70 % de C. verbenacea apresentou maior teor de compostos fendlicos
totais quando comparado aos extratos EtOH e Aq, além daqueles apresentados pela literatura
como os extratos acetato etilico (72,0 mgCFEAG/qg), acetonico (82,0 mgCFEAG/g), aquoso
(111,0 mgCFEAG/qg), diclorometanico (82,0 mgCFEAG/qg), etandlico (97,0 mgCFEAG/Q),
hexanico (42,0 mgCFEAG/g) e hidroetandlico 50 % (102,0 mgCFEAG/g) (MICHIELIN et al.,
2011), evidenciando a eficiéncia do solvente etanol 70 % em extrair compostos fendlicos.

A seguir estdo apresentados dados da literatura para comparar com 0s resultados do
presente trabalho. Estes estudos foram escolhidos baseados no tipo de extrato vegetal,
utilizando liquidos extratores como etanol, solugdes hidroetandlicos e agua. Isto também se
aplica a comparacéo dos resultados com os dados da literatura nos itens 4.3 e 4.4.

Majhenic, Skerget e Knez (2007) avaliaram o teor de compostos fenolicos totais de
extrato hidroetandlico 60 % e aquoso de sementes de P. cupana. Os valores obtidos foram de
166,0 mgCFEAG/g para o extrato hidroetandlico 60 %, aproximadamente, 1,15 vezes maior
que o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (144,4 mgCFEAG/qg), e 181,0 mgCFEAG/g para o
extrato aquoso, 2,4 vezes maior que o extrato Aq de C. verbenacea (75,6 mgCFEAG/Q),
aproximadamente.

Almeida (2013) avaliou o extrato aquoso de Ascophyllum nodosum L. para obter o teor
de compostos fenolicos totais. O valor obtido foi de 70,4 mgCFEAG/g, aproximadamente, 0,9
vezes menor que o extrato Aq de C. verbenacea (75,6 mgCFEAG/g). Mafioleti et al. (2013)
também avaliaram o teor de compostos fendlicos totais de extrato hidroetanolico 70 % de
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verl. O valor obtido foi de 166,1 mgCFEAG/g, 1,15
vezes maior que o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (144,4 mgCFEAG/Q),
aproximadamente.

Castro (2014) avaliou os extratos hidroetandlicos 70 % da torta e das sementes verdes
de Coffea arabica L. para obter o teor de compostos fendlicos totais. Os valores obtidos foram
de 140,0 mgCFEAG/(g para 0 extrato da torta e 155,0 mgCFEAG/g para o extrato das sementes,
valores muito proximos ao obtido para o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (144,4
mgCFEAG/q).

O método de determinacédo de teor de compostos fenodlicos totais pelo reagente Folin-
Ciocalteau ndo pode fornecer valores exatos, ja que outros compostos redutores, como o0 acido
ascorbico, podem reagir com o acido fosfotungstico-fosfomolibdico presente no reagente,
formando o complexo azul de molibdénio. Além disso, ele reage com alguns compostos ndo
fendlicos (ex. acucares redutores) que também apresentam atividade antioxidante, sendo

considerado por alguns autores um método para determinar a capacidade antioxidante total, ja
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que apresenta elevada correlagcdo com outros métodos antioxidantes, devido as similaridades
quimicas presentes nestes ensaios (EVERETTE et al., 2010; HUANG; OU; PRIOR, 2005).

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

Flavonoides sdo metabdlitos secundarios da classe dos compostos fendlicos que
apresentam alto poder antioxidante (KIM et al., 1997; PIETTA, 2000; PINNELL, 2003).
Devido ao interesse por substancias naturais que podem agir como antioxidantes, o teor de
flavonoides nos extratos de C. verbenacea foi avaliado. Foi obtida uma curva analitica com a
quercetina (Figura 17) para que o resultado fosse expresso em mg de flavonoides equivalentes
a quercetina (FLAVEQ) por grama de extrato de C. verbenacea.

Os valores das absorbancias reais (absorbancia da amostra - absorbancia do branco)
obtidos para os extratos de C. verbenacea na determinacdo de flavonoides totais estdo
representados na Figura 17.

Figura 17 - Curva analitica da quercetina.
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Nota: A tabela inserida apresenta os valores de absorbancia reais obtidos para os extratos de C.
verbenacea na determinacdo de compostos flavonoides. (ABS) absorbancia; (EPM) erro padréo da
média.



49

Considerando o valor real de absorbancia das amostras dos extratos EtOH, EtOH 70 %
e Ag, a equacdo da reta que descreve a curva analitica da quercetina (Figura 17) e a
concentracdo de extrato de C. verbenacea utilizada durante o experimento (100,0 ug/mL para
0 extrato EtOH e 150 ug/mL para os extratos EtOH 70 % e Aq) foram determinados que 0s
extratos de C. verbenacea contém 3,38, 3,76 e 0,81 ug de FLAVEQ por 100 ug de extrato,
respectivamente, podendo, também, ser expresso em 33,8, 37,6 e 8,10 mg de FLAVEQ por
grama de extrato seco ou 3 %, 4 % e 1 % (m/m) de flavonoides totais.

Santi et al. (2014) também avaliaram o teor de flavonoides totais de extratos obtidos por
maceragéo e infusdo, bem como de fragOes do extrato das folhas de C. verbenacea. Dentre 0s
extratos e fragGes analisadas, o extrato etanélico obteve o maior teor de flavonoides totais (65,0
mgFLAVEQ/g), enquanto que o extrato aquoso obteve o menor teor (24,7 mgFLAVEQ/Q).

Dentre os trés extratos analisados nesta pesquisa (EtOH, EtOH 70 % e Aqg), 0 extrato
EtOH 70 % apresentou o maior teor de flavonoides totais e, também, o extrato EtOH apresentou
maior teor de flavonoides totais quando comparado ao extrato Ag, corroborando com os dados
apresentados na literatura.

Ji-yong et al. (2012) utilizaram o extrato hidroetandlico 70 % das folhas verdes,
verdes/amarelas e amarelas de Ginkgo biloba L. para determinar o teor de flavonoides totais.
Os valores obtidos foram de 7,55, 15,72 e 26,39 mgFLAVEQ/g, aproximadamente 5,0, 2,4 e
1,4 vezes menor que o valor obtido para o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (37,6
mgFLAVEQ/q), respectivamente.

Vongsak et al. (2013) analisaram os extratos hidroetanolicos 70 % de folhas frescas e
secas de Moringa oleifera L. para obter o teor flavonoides totais que foi de 19,0 e 53,5
mgFLAVEQ/g, 2 vezes menor e 1,4 vezes maior que o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea,
respectivamente.

Castro (2014) também avaliou o teor de flavonoides totais para o0s extratos
hidroetandlicos 70 % da torta e das sementes verdes de C. arabica, obtendo o0s respectivos
valores: 39,6 e 51,2 mgFLAVEQ/g, cerca de 1,05 e 1,4 vezes maior que o valor obtido para o
extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (37,6 mgFLAVEQ/g), respectivamente.

Os flavonoides (Figura 18) sdo a classe de metabdlitos secundarios pertencentes ao
grupo dos compostos fenolicos que possuem alta atividade antioxidante e propriedades
quelantes. Um dos fatores que justifica a presenca abundante dos flavonoides no reino vegetal
é a capacidade que alguns deles apresentam em alterar as propriedades de absorcéo de radiacdo

ultravioleta para radiagbes menos energéticas. Portanto, protegem a planta, principalmente as
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folhas, da radiacdo UV, que causa danos fisiologicos, com consequente danos ao material
genético (HARBONE; WILLIAMS, 2000).

Figura 18 - Estrutura basica de um flavonoide (flavona).

A atividade antioxidante desses compostos estd diretamente relacionada com a
capacidade de captura de radicais livres, que sdo produzidos naturalmente pelo nosso organismo
no processo oxidativo, e sua estrutura quimica. Geralmente esta atividade depende da
substituicdo dos grupos hidroxilas e dos anéis aromaticos, que, por ressonancia, ocorre doagao
do préton e estabilizacdo do elétron. Outros possiveis mecanismos envolvidos na atividade
antioxidante dos flavonoides ocorrem pela inibicdo de enzimas oxidantes ou ativacdo de
enzimas antioxidantes, bem como pela quelacdo de metais (PIETTA, 2000; POURMORAD;
HOSSEINIMEHR; SHAHABIMAJD, 2006; SHARIFIFAR; DEHGHNNUDEN,;
MIRTAJALDINI, 2009).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Ha 60 anos, Harman (1956) inspirou o desenvolvimento de muitos trabalhos cientificos
guando sugeriu que os radicais livres participavam de eventos fisioldgicos e, particularmente,
do processo de envelhecimento.

Nas pesquisas de interacdo de diversos compostos com radicais livres, € comum utilizar
radicais-modelo, ou seja, ndo bioldgicos, destacando-se entre eles os radicais DPPH* e ABTS**
para avaliar o potencial desta interacdo (PRABHU et al., 2011; RE et al., 1999).

Considerando a capacidade de captura de determinadas ERO por extratos vegetais, foi
definido utilizar um conjunto de analises para avaliar a acdo antioxidante, a fim de obter maior

representatividade, do que apenas utilizar uma Gnica medida.
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A capacidade antioxidante foi avaliada com diferentes espécies reativas, sendo elas
radicalares ou n&do, em sistemas-modelo, tais como DPPH* e ABTS™ e 0 ensaio do
descoramento da crocina (simulacao da lipoperoxidacéo), ou biomoléculas representadas pelo
HOCI, O~ e H20.. Os trés tipos de extratos foram analisados apenas pelo método do DPPH",
a fim de selecionar o melhor extrato, tendo em vista, também, os outros resultados de
determinacéo de compostos fenolicos totais e flavonoides totais. A partir dessas comparacdes,

o0 extrato EtOH 70 % foi selecionado para ser analisado nos outros ensaios.

4.4.1 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos EtOH, EtOH 70 % e Aqg de C.
verbenacea foi realizada pelo método da captura do radical DPPH". Primeiramente, foram
avaliadas solugdes de diferentes concentracbes (0,88 a 5,28 pg/mL) de acido ascorbico,
substancia padrdo com atividade antioxidante. Com os resultados obtidos foi possivel obter uma
curva analitica do acido ascorbico (Figura 19) para certificar que o método foi efetivo para
determinacdo da atividade antioxidante e, também, para comparar o potencial antioxidante dos
extratos de C. verbenacea com o de uma substancia pura com conhecida agéo antioxidante. A

porcentagem de captura do radical DPPH" foi calculada pela Equacéo 1.

% |nlbl(;510 = Amax — Aamostra X 100 (Equa(;éo 1)
Amax

Onde:
% Inibicdo = porcentagem de captura (inibicdo) da espécie reativa;
Amax = absorbancia da espécie reativa na auséncia da amostra;

Aamostra = absorbancia da espécie reativa na presenca da amostra.
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Figura 19 - Porcentagem de inibigéo (captura) do radical DPPH" versus a concentragéo
de &cido ascorbico (ug/mL).

100 4
y =19,2346 x - 3,09308 .
W] R =0,996
CE, =2,76 pg/mL
9
T 60- A
S 40+ g ;
20 S ] _
& &)
o < N
0 . . . . 0 Alcédo :Ascé;‘pico}pg/rﬁL)
0 1 2 3 4 5 6
Acido Ascérbico (ug/mL)

Nota: A equacéo da reta e os valores de R? e CEso S0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também
é apresentado o grafico da absorbancia do DPPH* (517 nm) versus a concentragdo de acido ascorbico

(Mg/mL).

A partir da equacdo da reta (Figura 19) foi possivel calcular o valor de CEso, que
corresponde a concentracdo de acido ascorbico necessaria para capturar 50 % dos radicais
DPPH* em solugdo. As analises foram feitas em triplicata e os resultados sdo as medias das
inibicoes.

Em seguida, foram avaliadas solucdes de diferentes concentracGes dos extratos de C.
verbenacea (5,0 a 70,0 ug/mL para o extrato EtOH; 1,0 a 35,0 pug/mL para o extrato EtOH 70
%; 5,0 a 80,0 pg/mL para o extrato Aq) e obtidos os graficos das concentracfes dos extratos

versus a porcentagem de inibicdo (captura) do radical DPPH* (Figuras 20 a 22).



Figura 20 - Porcentagem de inibigéo (captura) do radical DPPH" versus a concentragéo
de extrato etandlico (EtOH) (ug/mL) de folhas de C. verbenacea.
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Nota: A equacéo da reta e os valores de R? e CEsp sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também
é apresentado o gréafico da absorbancia do DPPH* (517 nm) versus a concentragdo de extrato EtOH

(Mg/mL).

53



Figura 21 - Porcentagem de inibigédo (captura) do radical DPPH" versus a concentragéo
de extrato hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) (ug/mL) de folhas de C.

verbenacea.
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Nota: A equacéo da reta e os valores de R? e CEsp sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também
é apresentado o grafico da absorbancia do DPPH"* (517 nm) versus a concentragdo de extrato EtOH 70
% (ug/mL).
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Figura 22 - Porcentagem de inibigéo (captura) do radical DPPH" versus a concentragéo
de extrato aquoso (Aq) (ng/mL) de folhas de C. verbenacea.
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEsp sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita
também é apresentado o grafico da absorbancia do DPPH* (517 nm) versus a concentracdo de extrato
Aq (Hg/mL).

O radical DPPH" apresenta uma coloragao violeta e absorcao de luz visivel em 517 nm.
Quando uma solucéo de uma substancia, que possui atividade antioxidante, é adicionada a uma
solucdo contendo este radical livre, ocorre uma mudanca na coloracdo da solucdo devido a
capacidade dessas substancias capturarem o radical DPPH® que, em sua forma reduzida,
apresenta coloracdo amarelada e ndo absorve luz em 517 nm.

Extratos vegetais normalmente contém substancias as quais Ihes conferem coloracédo, o
que pode provocar absor¢do no comprimento de onda especifico da reacdo do radical DPPH*
com substancias antioxidantes. Para minimizar esta interferéncia, as solu¢fes dos extratos em
todas as concentracdes utilizadas foram avaliadas fotometricamente em 517 nm. Contudo, 0s
extratos nas concentragfes testadas ndo absorveram neste comprimento de onda, néo
interferindo nos resultados obtidos.

A partir das equaces das retas (Figuras 20 a 22) foi possivel calcular o valor de CEso,
correspondendo a concentracdo de extrato necessaria para capturar 50 % dos radicais livres
presentes em solucdo. Para os extratos EtOH, EtOH 70 % e Aqg, os valores obtidos foram de
35,83 pg/mL, 14,44 pg/mL e 47,73 pg/mL, respectivamente.
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Na Figura 23 estdo apresentados o0s respectivos valores de CEso dos extratos e padrao
para a captura do DPPH?", cujos valores em ordem crescente de CEsp variaram de ~ 2,0 até 50,0
ug/mL: acido ascorbico < extrato EtOH 70 % < extrato EtOH < extrato Aqg.

Figura 23 - Inibic&o (captura) do DPPH" (CEsp ug/mL) pelo padréo e extratos.
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Nota: As diferencgas entre amostras e padrao foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
Aq; b, diferengas com extrato EtOH; c, diferengas com extrato EtOH 70 %.

Michielin et al. (2011) e Santi et al. (2014) realizaram o estudo comparativo da atividade
antioxidante frente ao radical DPPH" de extratos obtidos por diferentes métodos e solventes e
fracdes do extrato etandlico de folhas de C. verbenacea. Dentre os varios tipos de extratos
analisados, os valores de CEso obtidos para os extratos etan6lico foram de 82,5 pg/mL (Sohxlet)
e 316,7 pg/mL (maceracdo); para os extratos hidroetandlicos 25 e 50% foram de 27,4 e 29,0
png/mL (Sohxlet), respectivamente; e para o extrato aquoso foram de 38,0 pug/mL (Sohxlet) e
133,2 pg/mL (maceracgéo).

Vale ressaltar que quanto menor for o valor de CEso, mais eficiente é a atividade
antioxidante do extrato. Michielin et al. (2011) e Santi et al. (2014) analisaram também a fracéo
acetato etilica do extrato etandlico obtido por maceragéo. Esta fracdo obteve o melhor CEsp (9,2
e 15,0 pg/mL, respectivamente), porém foram fragdes que apresentaram redimento muito baixo.
De qualquer forma esta informac&o sugere a relevancia de substancias de média polaridade na
acao antioxidante, como por exemplo flavonoides na forma de agliconas pouco hidroxiladas.

Com relacdo aos extratos obtidos por Soxhlet, os extratos hidroetandlicos 50 % e 25 %

apresentaram menores valores de CEso sugerindo que as principais substancias responsaveis
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pela atividade antioxidante possuem afinidade com solventes mais polares como &gua e etanol;
como foi também observado no presente estudo, o extrato EtOH 70 % apresentou menor valor
de CEso, ou seja, foi a menor concentracdo necessaria para capturar 50 % do radical DPPH* em
solucdo. Comparando-se este resultado com os resultados da literatura, € possivel observar que
o0 extrato EtOH 70 % foi similar ou tdo eficiente quanto as fracbes acetato etilica do extrato
etandlico obtido por maceragdo, mostrando como esta mistura de solventes foi eficaz na
extracao de substancias antioxidantes.

Silva et al. (2007) realizaram uma pesquisa de atividade antioxidante com extratos
supercriticos de C. verbenacea através do método do radical DPPH*. Os resultados ndo foram
promissores, tendo uma atividade antioxidante 117 vezes menor que a do padrdo rutina. Como
0 CO; utilizado para a extracdo tem caracteristica apolar, 0s compostos extraidos da planta
também apresentam esta caracteristica, que possuem baixa atividade antioxidante
(KITZBERGER et al., 2007).

Bodini (2015) desenvolveu um filme de desintegracdo oral (FDO) contendo extrato
etanolico 80 % das folhas e talos de C. verbenacea obtidos por digestdo a 50° C por 1h e avaliou
a atividade antioxidante frente ao radical DPPH". Foram analisadas trés concentracdes
diferentes do extrato no FDO contendo 0,25, 0,50 e 0,75 mg de flavonoides (previamente
quantificados) por FDO que obtiveram valores de porcentagem de inibi¢éo de 69,6, 74,3 e 79,8
%, respectivamente. Mesmo incorporado a uma forma farmacéutica, o extrato obtido desta
espécie vegetal apresentou grande potencial antioxidante para este sistema-modelo de captura
de radical livre.

Almeida (2013) avaliou a atividade antioxidante do extrato aquoso de A. nodosum pelo
método do DPPH" e obteve um CEso de 51,88 pug/mL, cerca de 1,1 vezes maior que 0 CEsp
obtido para o extrato Aq de C. verbenacea (47,73 pg/mL). Castro (2014) tabem avaliou a
atividade antioxidante pelo mesmo metodo dos extratos hidroetandlicos 70 % de torta e
sementes verdes de C. arabica, obtendo os respectivos valores de CEsp: 17,0 € 17,52 pg/mL,
aproximadamente, uma média de 1,3 vezes maior que o CEsg do extrato EtOH 70 % de C.
verbenacea (13,44 pg/mL).

Vongsak et al. (2013) analisaram o extratos hidroetanolico 70 % de folhas secas de
Moringa oleifera L. para avaliar a atividade antioxidante frente ao DPPH". O valor de CEsg
obtido foi de 62,94 pg/mL, cerca de 4,7 vezes maior que o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea
(13,44 pg/mL).
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4.4.2 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical ABTS*

Neste ensaio observa-se a descoloracdo do meio reacional no qual, ap6s a adicdo de um
antioxidante, ocorre a reducao da absorbancia em 734 nm, sendo proporcional a concentracdo
e a atividade antioxidante. O ensaio de captura do radical ABTS™ é considerado um ensaio
simples de triagem laboratorial, apresentando algumas vantagens por ser colorimétrico, ndo
requerer equipamentos analiticos sofisticados e fornecer uma boa estimativa de atividade
antioxidante de substancias puras ou de misturas complexas, como extratos vegetais, por
exemplo (KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008; PELLEGRINI et al.,1999).

A porcentagem de inibicdo (captura) do radical ABTS™ foi calculada pela Equagéo 1.
Os resultados obtidos foram expressos em concentracdes do extrato EtOH 70 % ou padrdes
(&cido ascérbico, quercetina e trolox) que neutralizaram 50 % do radical (CEsp). Os valores
foram obtidos através das equacOes da reta (Figuras 24 a 27). As analises foram feitas em

triplicata e os resultados sdo as médias das inibicdes.

Figura 24 - Porcentagem de inibicéo (captura) do radical ABTS** versus a concentracdo de

acido ascorbico (pg/mL).
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEsq sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréafico da absorbancia do ABTS* (734 nm) versus a concentragdo de acido ascorbico (ug/mL).



Figura 25 - Porcentagem de inibicéo (captura) do radical ABTS*" versus a concentracgdo de

quercetina (ng/mL).
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Nota: A equaco da reta e os valores de R? e CEso sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia do ABTS*™ (734 nm) versus a concentracdo de quercetina (pg/mL).



Figura 26 - Porcentagem de inibigdo (captura) do radical ABTS™ versus a concentragdo
de trolox (pg/mL).
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEso sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréafico da absorbancia do ABTS*™ (734 nm) versus a concentracdo de trolox (ug/mL).




Figura 27 - Porcentagem de inibicéo (captura) do radical ABTS** versus a concentracgdo de
extrato hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) (ug/mL) de folhas de C. verbenacea.
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEso sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréfico da absorbancia do ABTS* (734 nm) versus a concentracdo de extrato EtOH 70 %

(ug/mL).

A partir das equacOes das retas (Figuras 24 a 27) foi possivel calcular o valor de CEso,

correspondendo a quantidade de extrato necessaria para capturar 50 % dos radicais livres

presentes em solucdo. Para o extrato EtOH 70 % e padrdes acido ascorbico, quercetina e trolox

os valores obtidos foram de 7,02 pg/mL, 3,61 pg/mL, 0,72 pg/mL e 3,99 pg/mL,

respectivamente.

Na Figura 28 estdo apresentados os respectivos valores de CEso do extrato e padrdes

para a captura do ABTS™, cujos valores em ordem crescente de CEsp variaram de ~ 0,7 até 7,0

pg/mL: quercetina < &cido ascorbico < trolox < extrato EtOH 70 %.
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Figura 28 - Inibicdo (captura) do ABTS* (CEso pg/mL) pelos padrdes e extrato.

Trolox - -| a
Acido Ascorbico - ] a
Quercetina - a, b, c
L LI 1 L I L | | " | . I " | " I

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentracao (ug/mL)

Nota: As diferengas entre amostras e padrdo foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
EtOH 70 %; b, diferencas com trolox; ¢, diferencas com acido ascdrbico.

Apesar do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea apresentar uma concentracdo efetiva
maior que a dos padrdes testados, ainda assim é possivel afirmar que esta concentracdo é baixa
e muito préxima as concentracgdes efetivas do &cido ascérbico e trolox. Vale ressaltar que estas
substancias sao puras e utilizadas como padrdes antioxidantes, sendo o0 extrato uma mistura
complexa e variada de substancias.

Para efeito comparativo, foi convertido o valor do CEso do extrato EtOH 70 % (7,02
pg/mL) para CAET, obtendo 2.271,0 umol/g de extrato. Michielin et al. (2011) avaliaram a
atividade antioxidante pelo método do ABTS™ de extratos de C. verbenacea obtidos por
diferentes métodos e solventes. O extrato hidroetandlico 25 % apresentou CAET (1.031,0
pumol/g), aproximadamente, 2 vezes menor que o EtOH 70 % (2.271,0 umol/g). O extrato
hidroetandlico 50 % também foi avaliado, apresententando 584,0 umol/g de CAET, sendo,
aproximadamente, 4 vezes menor que o extrato EtOH 70 %. Portanto, foi possivel observar que
0s extratos hidroetandlico 25 % e 50 % foram menos eficientes em capturar o radical ABTS*
do que o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea.

Né&o foram encontrados outros relatos na literatura sobre a atividade antioxidante frente
ao radical ABTS** de extratos ou produtos obtidos a partir da C. verbenacea.

Chiari (2011) avaliou a atividade antioxidante frente ao radical ABTS™ do extrato
hidroetandlico 70 % de Psidium guajava L. e 0 CEso encontrado foi de 114,4 ug/mL,

aproximadamente 16,3 vezes maior que o encontrado para o extrato EtOH 70 % de C.
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verbenacea (7,02 pg/mL). Castro (2014) tabém avaliou a atividade antioxidante pelo mesmo
método dos extratos hidroetanolicos 70 % de torta e sementes verdes de C. arabica, obtendo os
respectivos valores de CEsp: 13,60 e 12,06 pg/mL, aproximadamente, uma média de 1,8 vezes
maior que o CEso do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (7,02 ug/mL).

Lordéllo (2015) avaliou a atividade antioxidante frente ao radical ABTS*™ de extratos
hidroetandlicos 70 % de folhas de Mentha piperita (CEso = 30,0 pg/mL), Mentha rotundifolia
e Mentha villosa, que apresentaram os mesmos valores de CEso (40,0 pg/mL). Em comparacéo,
estes extratos apresentaram um CEsg cerca de 4,3 e 5,7 vezes maior que o do extrato EtOH 70%

de C. verbenacea (7,02 pg/mL), respectivamente.

4.4.3 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do anion radicalar superédxido
(027)

O O>~" é uma ERO produzida constantemente no organismo humano em processos
fisiologicos através da ativacdo de fagdcitos, como neutrdfilos, mondcitos e eosinéfilos,
levando a producdo de outras ERO e favorecendo o estresse oxidativo pelo desequilibrio entre
a capacidade antioxidante celular e a quantidade de espécies reativas presentes (CADENAS;
DAVIES, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).

Nesta analise, a formacdo do anion radicalar superdxido (O2~") a partir do O2 ocorre
pela reacdo entre PMS e NADH que, entdo, reage com NBT para formar uma formazana de
coloracdo violeta. O extrato EtOH 70 % e os padrdes acido ascorbico, quercetina e trolox foram
testados em diferentes concentracOes e os resultados obtidos foram expressos em termos de
CEsp obtidos através das equacdes das retas dos graficos de porcentagem de inibicéo e calculada
conforme a Equacdo 1 (Figuras 29 a 32). As analises foram realizadas em triplicata e 0s

resultados sdo as médias das inibicoes.
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Figura 29 - Porcentagem de inibicdo (captura) do radical O, versus a concentracgao de
acido ascarbico (pg/mL).

100 -
y =2,2937 x - 78,99
12
- R = 0,988
~ |CE, =56,24 ug/mL
N i S
N’ a .5
g " e
9 § 0.44 "
"= 40 o {'
= &
— 9 i
1 = 0.2+ .
= |
4 S 011 -
20 = i
T T S S S A
0 Acido Ascorbico (ug/mL)
40 50 60 70 80

Acido Ascorbico (ng/mL)

Nota: A equaco da reta e os valores de R? e CEso sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia da formazana (560 nm) versus a concentragdo de acido ascorbico
(Hg/mL).




Figura 30 - Porcentagem de inibicdo (captura) do radical O, versus a concentracao de

quercetina (pg/mL).
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEso sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréafico da absorbancia da formazana (560 nm) versus a concentragdo de quercetina (ug/mL).
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Figura 31 - Porcentagem de inibicdo (captura) do radical O, versus a concentracao de

trolox (ng/mL).
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEso sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia da formazana (560 nm) versus a concentragdo de trolox (ug/mL).
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Figura 32 - Porcentagem de inibicdo (captura) do radical O, versus a concentracgao de
extrato hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) (ug/mL) de folhas de C.

verbenacea.
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEsq sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia da formazana (560 nm) versus a concentracéo de extrato EtOH 70 %

(Mg/mL).

Na Figura 33 estdo apresentados os respectivos valores de CEsp do extrato e padrdes
para a captura do O, cujos valores em ordem crescente de CEsg variaram de ~ 20,0 até 600,0

pg/mL: quercetina < &cido ascérbico < extrato EtOH 70 % < trolox.
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Figura 33 - Inibicéo (captura) do O2— (CEso ng/mL), pelos padrdes e extrato.
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Nota: As diferencgas entre amostras e padrao foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
trolox; b, diferencas com extrato EtOH 70 %,; c, diferencas com acido ascorbico.

1 | 1
=¥~ o
Telrs) )
N0 ©

200+

T
o
2]
-—

A concentracdo necessaria para capturar 50 % dos radicais O>— em solucéo foi mais
baixa para os padrfes quercetina e acido ascorbico. Mesmo que o extrato EtOH 70 % tenha
apresentado valor de CEso, aproximadamente, 10 e 4 vezes maior do que estes padroes,
respectivamente, a concentracéo referente ao CEso do extrato foi baixa, mostrando a eficécia de
sua atividade antioxidante frente a este radical. Em relacdo ao CEsp do trolox, o extrato obteve
uma concentracdo 3 vezes menor, sendo este um dado muito importante e promissor, que
evidencia como uma mistura complexa de substancias obteve maior atividade antioxidante que
uma subtancia pura padrdo. O trolox é um derivado sintético solGvel da vitamina E (anel
cromanol) e ndo foi tdo eficiente em capturar o O, em fungdo da natureza das espécies
quimicas que estdo reagindo com esta especie reativa. A amostra em estudo deve conter
misturas de compostos fendlicos e flavonoides, que foram mais eficazes em capturar o radical,
tornando-se importante salientar que a quercetina testada também se mostrou mais eficiente que
0 extrato.

Michielin et al. (2011) também avaliaram a capacidade de captura do radical O.~" de
diferentes extratos de C. verbenacea. A partir dos resultados de andlises prévias, os autores
selecionaram os extratos com maior atividade antioxidante pelos métodos do DPPH" e ABTS*
para realizar este ensaio. Os extratos hidroetandlicos 25 % e 50 % apresentaram melhor
atividade antioxidante frente ao radical O>—", CEso de 286,0 e 373,0 pg/mL, respectivamente.

O extrato EtOH 70% analisado nesta pesquisa apresentou resultado ainda melhor, evidenciando
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como esta mistura de solventes (etanol 70 %) foi eficaz em extrair substancias antioxidantes
que inibem esta espécie reativa radicalar.

Kajaria et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante frente ao radical O, de extrato
hidroetandlico 30 % de partes aéreas de Clerodendrum serratum (L.) Moon., Hedychium
spicatum (Ham-ex-Smith) e Inula racemosa Hook F., no qual os autores chamaram de extrato
de Bharangyadi, que é a composi¢do de um medicamento utilizado na medicina ayurvédica.
Este extrato apresentou um CEsp de 774,70 pg/mL, cerca de 4 vezes maior que o CEso obtido
para o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (196,61 pug/mL).

Deuschle et al. (2015) analisaram o extrato hidroetandlico 70 % de folhas de Calendula
officinalis L. para avalaiar a sua capacidade em capturar o radical O™, porém, nas
concentracgdes testadas, entre 8,0 e 250,0 pg/mL, o maximo de % de inibicdo (captura) que o
extrato apresentou foi de 7,0 %. Em comparacdo, na concentracdo, aproximadamente, de 200
pg/mL do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea, apresentou 50 % de inibicao, apresentando
uma capacidade antioxidante, aproximadamente, 7 vezes maior.

Sharma et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante frente ao radical O, de extrato
hidroetandélico 70 % de folhas de Euphoria neriifolia Linn., obtendo valor de CEso de 998,80
pg/mL, aproximadamente, 5 vezes maior que o do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (196,61

pg/mL).

4.4.4 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do descoramento da crocina

As bicamadas de fosfolipidios das biomembranas sdo os principais alvos da
lipoperoxidacdo pelo ataque das ERO. Quando a lipoperoxidacdo ocorre de maneira
descontrolada nas biomembranas, sua estrutura e funcionalidade sdo danificadas, implicando
na participacdo da causa de muitas doencas, podendo gerar graves consequéncias. Em vista
disto, estudos que abordem a eficacia e mecanismos de acdo de antioxidantes de ocorréncia
bioldgica tém sido estimulados (LUCIO et al., 2009), o que torna importante estudar o extrato
EtOH 70 % de folhas C. verbenacea frente ao radical livre ROO".

A capacidade de inibir o descoramento da crocina pelos padrbes e amostra esta
representada nas Figuras 34 a 37.



Figura 34 - Raz0es das velocidades (Vo/V) e das concentragdes ([A]/[C]), no ensaio de

descoramento da crocina com o acido ascoérbico.
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Nota: Vo = velocidade na auséncia de &cido ascorbico; V = velocidade na presenca de &cido ascérbico; [C]
= concentracdo de crocina constante (24,4 pug/mL) e [A] = concentracdo de acido ascérbico (0,20 - 1,20
ug/mL). O gréfico inserido representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (Vo) e na
presenca (V) de acido ascobico (ug/mL), em fungdo do tempo.



Figura 35 - Raz0es das velocidades (Vo/V) e das concentragdes ([A]/[C]), no ensaio de

descoramento da crocina com a quercetina.
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Nota: Vo = velocidade na auséncia de quercetina; V = velocidade na presenca de quercetina; [C] =
concentragdo de crocina constante (24,4 ug/mL) e [A] = concentracdo de quercetina (0,30 - 2,12 ug/mL).
O grafico inserido representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (Vo) e na presenca
(V) de quercetina (ng/mL), em funcdo do tempo.



Figura 36 - Raz0es das velocidades (Vo/V) e das concentragdes ([A]/[C]), no ensaio de

descoramento da crocina com o trolox.
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Nota: Vo = velocidade na auséncia de trolox; V = velocidade na presenga de trolox; [C] = concentracdo de
crocina constante (24,4 ng/mL) e [A] = concentracdo de trolox (0,63 - 6,26 pug/mL). O gréfico inserido
representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia (Vo) e na presenga (V) de trolox
(ng/mL), em funcdo do tempo.
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Figura 37 - Raz0es das velocidades (Vo/V) e das concentragdes ([A]/[C]), no ensaio de
descoramento da crocina com o extrato hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) de

folhas de C. verbenacea.
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Nota: Vo = velocidade na auséncia de extrato EtOH 70 %; V = velocidade na presenca de extrato EtOH 70
%,; [C] = concentracéo de crocina constante (24,4 pg/mL) e [A] = concentragéo de extrato EtOH 70 % (5,0
- 30,0 pg/mL). O gréfico inserido representa a queda de absorbancia, a 443 nm, da crocina, na auséncia
(Vo) e na presenca (V) de trolox (ug/mL), em funcdo do tempo.

A partir dos resultados foi possivel observar que, apenas para o acido ascérbico, o ensaio
de competicdo cinética foi analisado por 5 min, enquanto que os demais foram analisados por
cerca de 10 min. Esta alternativa foi necessaria devido a uma caracteristica de cinética bifasica
que este padrdo apresentou. Segundo Bors e Buettner (1997), isso possivelmente ocorreu
porque o acido ascorbico, apds doar os dois hidrogénios redutores, ficou susceptivel a receber
elétrons, devido ao radical ascorbila formado, que é um agente oxidante, ou seja, apos 0s 5 min,
provavelmente foi formado o radical ascorbila, ocorrendo o decaimento da tangente para todas
as concentragdes testadas (atividade pro-oxidante), e, portanto, para a analise correta dos
resultados, foi escolhido utilizar metade do tempo de ensaio proposto pelo método descrito no
item 3.5.4.

De acordo com os dados da Tabela 4, foi calculado o valor de equivalentes de &cido

ascorbico, quercetina e trolox para o extrato etandlico 70 % de folhas de C. verbenacea (Tabela

5).
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Tabela 4 - Equacdo de competicao cinética entre padrbes e amostra.

Equacao de Competicao Cinética

Padrdes/Amostra R?
(y = VolV; x = [A]/[C])
Acido ascorbico y=1+7937x 0,997
Quercetina y =1+ 20,58x 0,998
Trolox y =1+ 8,30x 0,998
Extrato EtOH 70 % y=1+2,42x 0,999

As andlises foram realizadas conforme descrito em material e métodos (item 3.5.4), onde y = VO/V; x = [A]J/[C].
A inclinacdo da regressao linear indica a capacidade antioxidante relativa da amostra.

Tabela 5 - Comparacdo entre as capacidades de captura do radical ROO® em equivalentes ao

acido ascorbico, quercetina e trolox.

Padrées/Amostra ,E_quivale,nte_ de Equivaler]te de Equivalente de
acido ascorbico* quercetina* trolox*
Acido ascorbico 1,000
Quercetina 1,000
Trolox 1,000
Extrato EtOH 70 % 0,030 0,118 0,292

*A equivaléncia aos padrbes foi obtida pelo quociente das constantes de velocidade (coeficiente angular;
amostra/padrdes), apresentados na tabela 11.

A substancia ou amostra analisada é mais eficiente que o padrdo quando o resultado de
equivaléncia for maior que 1,000, portanto, o extrato EtOH 70% néo foi mais eficiente que
nenhum dos padrdes testados, ou seja, seu resultado de equivaléncia aos padrdes foi menor que
1,000, podendo ser estimado em, aproximadamente, 33 vezes menos eficiente que o &cido
ascorbico, 8 vezes menos que a quercetina e 3 vezes menos que o trolox.

Este ensaio também pode ser avaliado utilizando o valor de porcentagem de inibicéo (%
In) do descoramento da crocina (LUSSIGNOLLI et al., 1999), e, assim determinar o valor de
CEso. E possivel observar que os valores de CEso encontrados para os padrdes acido ascorbico,
quercetina e trolox seguem a ordem de eficacia do valor de coeficiente angular obtido na analise
de competicdo cinética para o extrato EtOH 70 % (Tabela 4). Entdo, quanto maior o valor da
inclinacdo da regresséo linear, menor serd o valor de CEso, ou seja, mais eficiente € a acdo

antioxidante da amostra (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparacdo de valores das constantes de velocidade (coeficiente angular) e CEso

para o ensaio do descoramento da crocina.

Padrbes/Amostra Inclinacdo da Regressao Linear* CEso (ug/mL)**
Acido ascorbico 79,37 0,47
Quercetina 20,58 1,33
Trolox 8,30 2,61
Extrato EtOH 70 % 2,42 10,93

*Valores da inclinacdo da regressdo linear em ordem decrescente de eficiéncia;
** Valores de CEso em ordem decrescente de eficiéncia, obtidos através da equacdo: % In = [1- (AV / AVg)] x 100.

Na Figura 38 estdo apresentados os respectivos valores de CEsp do extrato e padrdes
paraainibicdo do descoramento da crocina, cujos valores em ordem crescente de CEsp variaram

de ~ 0,5 até 11,0 pg/mL: acido ascorbico < quercetina < trolox < extrato EtOH 70 %.

Figura 38 - Inibicdo do descoramento da crocina (CEso pg/mL) pelos padrdes e extrato.
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Quercetina - || a, b
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Nota: As diferencas entre amostras e padrdo foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
extrato EtOH 70 %; b, diferengas com trolox; c, diferengas com quercetina.

Apesar do extrato EtOH 70% ter apresentado CEso cerca de 4, 8 e 20 vezes maior que
as concentracdes efetivas do trolox, quercetina e 4cido ascorbico, respectivamente, ainda assim
a concentragdo necessaria para capturar 50 % dos radicais ROO" foi baixa, protegendo a crocina
e impedindo seu descoramento. Por este método in vitro que simula o processo de
lipoperoxidacéo no organismo, foi possivel comprovar a eficacia deste extrato em capturar esta

espécie reativa radicalar.
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N&o foram encontrados relatos na literatura da atividade antioxidante da espécie vegetal
C. verbenacea pelo ensaio do descoramento da crocina.

Lage et al. (2013) compararam a atividade antioxidante de extratos aquosos de cinco
chas comerciais (verde, vermelho, branco, preto e azul) pelo método de descoramento da
crocina. Foi verificado que os chés apresentaram atividade antioxidante, sendo que o verde é o
mais eficiente e 0 azul, 0 menos. Os autores ndo apresentaram os resultados em termos de CEsp,
ndo sendo possivel fazer a comparagdo com o presente trabalho.

Prieto e Vazquez (2014) avaliaram trés tipos de extratos de sementes de C. arabica, um
hexanico, um metandlico e outro aquoso, quanto a sua capacidade em proteger a crocina para
ndo sofrer o processo de descoramento. O extrato hexanico ndo mostrou atividade, pois este
sistema de analise é adequado para amostras de carater hidrofilico. Em média, na concentracéo
de 100,0 pg/mL, os extratos aquoso e metanolico foram capazes de proteger a crocina em 50
%, ou seja, capturou 50 % dos radicais ROO" (CEso). Este resultado é cerca de 10 vezes maior
que o obtido para o extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (CEso = 10,93 pg/mL).

4.4.5 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método da espécie reativa HOCI/OCI—

Esta estabelecido na literatura que a ativacdo de células fagdcitarias durante o processo
inflamatdrio esta associada a producdo significativa de ERO e a ativacéo dos neutrdfilos leva a
liberagdo do &cido hipocloroso no organismo. Em vista disso, é importante estudar o
comportamento do extrato EtOH 70 % das folhas de C. verbenacea frente a esta espécie reativa.

Para esta analise também foram utilizados os padrbes acido ascorbico, quercetina e
trolox. Tanto os padrdes quanto o extrato EtOH 70 % testados (Figuras 39 a 42), capturaram o

acido hipocloroso, sendo possivel calcular os respectivos valores de CEsp.



Figura 39 - Porcentagem de inibicdo (captura) do HOCI versus a concentracao de &cido

ascorbico (ug/mL).
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEs, sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbéncia do TMB oxidado (652 nm) versus a concentracdo de &cido ascorbico

(Mg/mL).



Figura 40 - Porcentagem de inibicdo (captura) do HOCI versus a concentracdo de
quercetina (ng/mL).
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Nota: A equagdo da reta e os valores de R? e CEsq sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia do TMB oxidado (652 nm) versus a concentragdo de quercetina

(Mg/mL).
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Figura 41 - Porcentagem de inibic&o (captura) do HOCI versus a concentracao de trolox

(Mg/mL).
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEs, sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia do TMB oxidado (652 nm) versus a concentragdo de trolox (ug/mL).
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Figura 42 - Porcentagem de inibicdo (captura) do HOCI versus a concentracdo de extrato
hidroetanolico 70 % (EtOH 70 %) (ug/mL) de folhas de C. verbenacea.
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEs, sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréfico da absorbancia do TMB oxidado (652 nm) versus a concentracdo de extrato EtOH
70 % (png/mL).

Na Figura 43 estdo apresentados os respectivos valores de CEso do extrato e padrdes
para a captura do HOCI, cujos valores em ordem crescente de CEsp variaram de ~ 0,4 até 3,5

pg/mL: quercetina < trolox < acido ascorbico < extrato EtOH 70 %.
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Figura 43 - Inibicdo (captura) do HOCI (CEso ng/mL) pelos padrdes e extrato.
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Nota: As diferencgas entre amostras e padrao foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
extrato EtOH 70 %; b, diferencas com &cido ascorbico; ¢, diferengas com trolox.

Apesar do extrato EtOH 70 % ndo ter apresentado um gréfico linear (absorbancia do
TMB oxidado versus a concentracao de extrato), foi possivel calcular o CEso a partir da equagéo
da reta da regido linear (0,5 a 5,0 ug/mL), que, em relacdo aos padrdes acido ascorbico e trolox,
foi semelhante. Vale ressaltar que mesmo o extrato sendo uma mistura complexa de
substancias, apresentou comportamento parecido ao de uma substancia pura, evidenciando a
eficacia desse extrato para capturar esta espécie reativa. Ndo houveram relatos na literatura que
tenham analisado algum produto derivado de C. verbenacea por este método.

Ruby et al. (2015) analisaram os extratos hidroetandlicos 70 % de folhas de Bergenia
ligulata (Wall) Eng., Bergenia ciliata (Royle) e Bergenia stracheyi Engl. para avaliar a
atividade antioxidante frente ao HOCI e os respectvivos CEsp obtidos foram: 87,79, 80,06 e
76,86 pg/mL. Estes CEso comparados ao do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea (3,49 pg/mL)
sdo, em media, 23 vezes maiores.

Eddine et al. (2015) obtiveram extratos etanolicos de Rumex vesicarius L. por
maceracao, sonicacdo e em aparelho Soxhlet para avaliar a atividade antioxidante pelo metodo
do HOCI e os valores de CEso encontrados foram, em média, 150,0, 170,0 e 200,0 pg/mL,
respectivamente. Em comparagéo ao CEso obtido para o extrato EtOH 70% de C. verbenacea

(3,49 pg/mL), estes valores séo cerca de 43, 49 e 57 vezes maiores, respectivamente.
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4.4.6 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método da espécie reativa H202

O H20:> é continuamente produzido nos tecidos do organismo e a suposta organela que
contribui para a geracdo e consumo celular desta espécie reativa é a mitocondria. Essa producgéo
pode ocorrer pela dismutacdo do O, gerado a partir da cadeia de transporte de elétrons
(espontaneamente ou catalisada pela SOD), por via de rea¢des de oxidases ou pela f-oxidacao
de &cidos graxos, ou diretamente por meio de oxidases como coproporfirinogénio Ill, D-
aminocidos, glicose, lisil, monoamina, xantina e urato (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010).

Neste ensaio, dentre os padrfes analisados, apenas o0 acido ascérbico inibiu a espécie
reativa H20>. Os outros dois padrBes foram testados na concentragdo de até 100 uM para a
quercetina e até 2,5 mM para o trolox, porém ndo ocorreu a inibicdo do H20. Devido a
problemas de insolubilidade, ndo foram testadas maiores concentracdes.

Na Figura 44 esta representada a inibicdo do H20- pelo acido ascérbico.

Figura 44 - Porcentagem de inibig&o (captura) do H2O> versus a concentracéo de acido
ascorbico (ug/mL).
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEs, sd0 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréafico da absorbancia do DTNB oxidado (412 nm) versus a concentragdo de acido ascérbico
(Mg/mL).
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Como apenas um dos padrdes testados foi capaz de inibir o H.O», foi utilizada a catalase

para certificagdo do método, pois esta enzima é reconhecida pela sua eficiéncia e especificidade
da conversdo do H.O2 em agua e oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2010). Assim, para

avaliar a eficiéncia da enzima foi preparada uma solucédo com concentracdo de 20 unidades/mL

(U/mL), considerando sua concentracao do fabricante de 2950 U/mg de sélidos. Considerando
a massa molecular de 240.000 Da (BUDAVARI et al., 2006), pode-se converter o valor obtido

da CEsp de 0,44 U/mL (Figura 45) para 0,15 pg/mL.

Figura 45 - Porcentagem de inibicao (captura) do H20: versus a concentragéo de catalase

(U/mL).
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEsg s30 apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o grafico da absorbancia do DTNB oxidado (412 nm) versus a concentracdo de catalase

(U/mL).

Como foi possivel observar, nem mesmo padrdes antioxidantes como a quercetina e o

trolox, foram capazes de inibir o H202 que, depois do O, € a espécie reativa que desencadeia

outras ERO no organismo. Na Figura 46 esta representado a inibicdo do H2O> pelo extrato

EtOH 70% de C. verbenacea.
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Figura 46 - Porcentagem de inibig&o (captura) do H>O> versus a concentragéo de extrato
de extrato hidroetandlico 70 % (EtOH 70 %) (ug/mL) de folhas de C.

verbenacea.
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Nota: A equacdo da reta e os valores de R? e CEs, sdo apresentados na figura. Abaixo e a direita também é
apresentado o gréafico da absorbancia do DTNB oxidado (412 nm) versus a concentragdo de extrato EtOH
70 % (ug/mL).

Na Figura 47 estdo apresentados os respectivos valores de CEso do extrato, padrdo e
enzima para a inibi¢do do H>O3, cujos valores em ordem crescente de CEso variaram de ~ 0,15

até 300,0 ug/mL: catalase < acido ascorbico < extrato EtOH 70 %.
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Figura 47 - Inibicdo (captura) do H202 (CEso ng/mL) pelo padréo, enzima e extrato.
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Nota: As diferengas entre amostras e padrdo foram consideradas com p < 0,05. a, diferencas com extrato
extrato EtOH 70 %; b, diferencas com 4cido ascorbico.

Diante da dificuldade em capturar esta espécie reativa, mesmo com substancias puras e
utilizadas como padrdes antioxidantes, como trolox e quercetina, o extrato EtOH 70%
apresentou um resultado promissor, inibindo 0 H202, uma espécie reativa que pode ser bastante
prejudicial ao organismo quando em quantidades excessivas. Comparando-se com o0 &cido
ascorbico, o valor de CEso do extrato EtOH 70 % foi de, aproximadamente, 5 vezes maior.
Considerando que o extrato é uma mistura complexa de substancias e o &cido ascorbico, uma
susbstancia pura, este dado apresentado neste estudo tem uma grande importancia, uma vez que
na historia do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Iguatemy Lourenco Brunetti, varios outros
extratos foram analizados, como o extrato de Morus nigra L., de Eugenia brasiliensis Lam.,
Rhamnus sphaerosperma var. pubescens (Reissek) M. C. Johnst, além de outras substancias
purificadas, como o acido cafeico, e nenhuma dessas amostras foram capazes de inibir o H20..

N&o houveram relatos na literatura desta analise para a espécie vegetal C. verbenacea.

Hakime-Silva et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante frente ao H.O> de extrato
aquoso de Agaricus blazei Murrill. Em momento algum os autores revelaram a concentracdo
de A. blazei utilizada no ensaio, contudo, este apresentou capacidade em inibir o H20., Sendo
assim, ndo foi possivel comparar os valores de CEso com o do presente estudo. Nenhum outro
relato da literatura foi encontrado relacionado a capacidade em inibir o H>O por extratos

vegetais por este método.
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45 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO EXTRATO EtOH 70 % DE C.
verbenacea EM CELULAS HepG2 e HaCat

A linhagem celular HepG2 consiste em células de hepatoma humano que, por serem
metabolizadoras, permitem avaliar a toxicidade de possiveis metabolitos da substancia em
estudo (CHIARI et al., 2012), como, também, os queratindcitos humanos metabolicamente
incompetentes, linhagem HaCat, que sdo encontrados na pele. O uso indiscriminado de plantas
medicinais pela populacdo pode trazer certos riscos, sendo necessario realizar testes de
toxicidade na busca de um tratamento eficaz, assim como produtos cosméticos e farmacéuticos
devem ser submetidos a ensaios de seguranca. Neste contexto, fez-se importante avaliar a
citotoxicidade in vitro do extrato EtOH 70 % de folhas de C. verbenacea.

Nas Figuras 48 e 49 estdo representos os perfis concentracdo-resposta para as linhagens
HepG2 e HaCat.

Figura 48 - Determinacdo da viabilidade celular em HepG2 dada em porcentagem.
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Nota: Todos os resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro
padréo (M + EP), analisados por One-Way ANOVA com pds-teste de Tukey (***: p<0,001, diferencas
com CV). CV: controle de veiculo; CP: controle positivo.
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Figura 49 - Determinacédo da viabilidade celular em HaCat dada em porcentagem.
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Nota: Todos o0s resultados estdo expressos como média de trés experimentos independentes + erro
padrdo (M + EP), analisados por One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey (**: p<0,01, diferencas
com CV; ***: p<0,001, diferengas com CV). CV: controle de veiculo; CP: controle positivo.

Apenas uma das linhagens analisadas apresentou uma tendéncia de perfil concentragéo-
resposta. O extrato EtOH 70 % de C. verbenacea produziu morte celular estatisticamente
significativa na linhagem HaCat nas concentragdes de 175,0 e 200,0 ug/mL, atingindo o valor
de CEspo de 163,8 pg/mL. J& para a linhagem HepG2, ndo houve morte celular consideravel em
nenhuma das concentracdes testadas (de 15,63 a 500 pg/mL) ndo sendo possivel o calculo de
seu CEso. Este dado € muito importante, pois fornece informacdes de seguranca quanto a
aplicacdo desse extrato como medicamento, por exemplo, ja que este tipo de célula é
metabolizadora, indicando também que os metabdlitos presentes no extrato ndo sdo citotdxicos
nas concentracgdes testadas.

Como as células de pele (queratindcitos) apresentaram sensibilidade as concentracfes
mais altas testadas, a utilizacdo desse extrato para aplica¢do cutanea, como, por exemplo, uma
formulagdo cosmética, deve considerar que concentragdes maiores que 163,8 pg/mL causaram
a morte de mais de 50 % dessas células. Segundo o Instituto Nacional do Cancer dos EUA

(American National Cancer Institute, NCI), um extrato vegetal é considerado citotoxico com
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valor de CEsp < 30,0 pg/mL (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990) e o extrato EtOH 70 % apresentou
um valor aproximadamente 5 vezes maior.

Parisotto et al. (2012) avaliaram a citotoxicidade em linhagem de células mamarias
cancerigenas (MCF-7) e de células de carcinoma de Ehrlich (EAC) de extrato fluido
supercritico e extrato etandlico obtido por maceracéo de folhas de C. verbenacea, também pelo
método do MTT. Os extratos foram testados nas concentra¢des de 62,50, 125, 250, 500 e 1000
ug/mL para a linhagem MCF-7 e 31,25, 62,50, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL para a linhagem
EAC. O extrato fluido supercritico apresentou melhor comportamento na viabilidade dessas
células, promovendo a morte celular nas concentragdes mais altas testadas. E sugerido que o
alto poder citotoxico de extratos fluidos supercriticos pode ocorrer devido a presenca de dois
sesquiterpenos, o a-humuleno e o trans-cariofileno, que possuem também atividade anti-
inflamat6ria (FERNANDES et al., 2007).

4.6 DESENVOLVIMENTO DE METODOS E ANALISES CROMATOGRAFICAS
4.6.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A técnica de CCD consiste em separar componentes de uma mistura através da migragédo
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana e o
processo de separacao esta fundamentado, principalmente, no fenémeno da adsorcéo regido por
forcas intermoleculares. Esta técnica é amplamente utilizada na analise de amostras vegetais,
devido a sua simplicidade, rapidez e sensibilidade (EWING, 1972; COSTA, 2000).

Para efeito comparativo, o extrato foi analisado também juntamente com o 6leo
essencial (OE) obtido por hidrodestilacdo das folhas e com o extrato etandlico (EtOH)
(fornecidos pelo estudante de doutorado de nosso laboratorio Juhan A. S. Pereira) (Figura 50).
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Figura 50 - Cromatoplacas do extrato EtOH 70 %, do extrato EtOH e do dleo

essencial de folhas de C. verbenacea (silica gel).
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Nota: Revelador: H,SO4 10 % (v/v). Amostras: 1. extrato EtOH 70 %; 2. extrato EtOH; 3. 6leo essencial.
Fases mdveis: a) cloroférmio: acetato de etila (60:40); b) tolueno: acetato de etila (92:8); c) cloroférmio:
acetato de etila: MtOH (55:35:10); d) hexano: acetato de etila: isopropanol (70:28:2); az), c1) e d2):
visualizacdo da placa sob luz UV (A = 365 nm).

Na cromatoplaca da Figura 50a é possivel observar manchas comuns entre o extrato
EtOH 70 % e EtOH, sugerindo a presenca das mesmas substancias nestes extratos, porém com
maior concentracdo no extrato EtOH (maior intensidade das manchas). A fase movel utilizada
foi de média polaridade e os constituintes mais polares do extrato EtOH 70 % ndo eluiram
(mancha intensa na origem). Ja com o 6leo essencial (Figura 50b) nédo foi verificada a presenca
de nenhuma mancha comum com o extrato EtOH 70 %, indicando que ndo ha componentes do
6leo essencial no extrato EtOH 70 % ou que estdo presentes em baixa concentracdo. A
composicdo das fases maoveis utilizadas nas cromatoplacas das Figuras 50c e 50d, mostraram
que o extrato EtOH 70 % ¢é bastante complexo, apresentando muitas manchas.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os extratos EtOH, EtOH 70 % e Aq de C. verbenacea foram submetidos a analise por

CLAE utilizando um gradiente exploratério para se obter seus perfis cromatograficos a fim de
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comparé-los quanto a sua complexidade em termos de tempos de retencdo dos picos e
componentes majoritarios (maior area ou altura dos picos) (Figura 51).

Figura 51 - Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos EtOH (a), EtOH 70
% (b) e Aq (c).
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Nota: CondicOes cromatograficas: fase movel 4gua (A) e metanol (B) em modo gradiente: 5-100 % de
metanol em 30 min, 100 % de metanol por 5 min; coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); vazdo de 1,0
mL/min; volume de injecdo de 20 uL e detector de arranjo de diodos (DAD) com comprimento de onda
selecionado em 250 nm.

O cromatograma do extrato EtOH apresentou picos de maiores intensidades e areas com
tr 24-33 min, comparado aos outros extratos. O perfil cromatogréfico do extrato EtOH 70 %
mostrou picos também com tr entre 24-33 min, sendo os 3 principais correspondentes aos do
extrato EtOH; também foram observados picos com tr entre 2,5 e 15 min, ausentes no extrato
EtOH. J4 o cromatograma do extrato Ag apresentou picos majoritarios com menores tr (entre
2,5 e 11 min). Os espectros no UV dos picos principais do extrato EtOH 70 % estdo
representados na Figura 52.
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Figura 52 - Cromatograma obtidos por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (condigdes de
andlise na Figura 51) e espectros no UV referente aos picos 1, 2 e 3.
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Os espectros no UV dos picos 1 e 2 (Figura 52) sugerem a presenca de flavonoides (Amax
entre 250-280 e 350 nm) e o pico 3 (Figura 52) apresentou Amax = 258 nm. A partir destes dados
foi possivel observar a maior complexidade, em termos cromatogréaficos, do extrato EtOH 70
%, confirmando os resultados obtidos nas analises por CCD e fotométricas de compostos

fenolicos totais e flavonoides totais, e, consequentemente, de atividade antioxidante.
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Considerando os resultados da anélise do extrato EtOH 70 % utilizando o gradiente
exploratorio (Figura 51) e 0 método cromatogréfico desenvolvido por Matias et al. (2013) e
adaptado para a andlise deste extrato (Figura 53), outras condi¢bes cromatograficas foram

utilizadas e estdo representadas nas Figuras 54 a 59.

Figura 53 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicao 1).
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Nota: CondicGes cromatogréficas: fase mével &cido acético 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0-
2 min 5 % B, 2-10 min 25 % B, 10-20 min 40 % B, 20-30 min 50 % B, 30-40 min 60 % B, 40-50 min 70
% B, 50-80 min 100 %; vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 uL e detector UV/Vis com
comprimento de onda de 250 nm.

A adicdo de &cido acético (2 %) no solvente A, fez com que reduzisse o pH da fase
movel, aumentando a retencdo das substancias e a resolucdo dos picos (controle de ionizacao

dos compostos fenolicos). Baseado nisso outro método foi avaliado (Figura 54).

Figura 54 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicao 2).

R W

Nota: CondicBes cromatograficas: fase mével &cido acético 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0-
30 min 5-60 % B, 30-35 min 71 % B, 35-55 min 100 % B, 55-60 min 100 % B; vazdo de 1,0 mL/min;
volume de injecdo de 20 uL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

Comparando-se estes dois cromatogramas foi possivel observar grande semelhanca em
seus perfis, porém o método utilizado na Figura 54 apresenta algumas vantagens em relacdo ao
da Figura 53, como a simplificagdo do método e a diminuigdo do tempo de analise.
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Outros métodos foram desenvolvidos a fim de melhorar a separagdo dos picos nos
primeiros 30 min, aumentando a forgca de eluicdo, ja que na condicdo estabelecida para o
restante da corrida a resolucdo cromatogréafica foi adequada. Durante os primeiros 30 min as
porcentagens de B iniciais (0 min) testadas foram de 10 a 33 % e as porcentagens finais (30
min) de 58 a 60 %, enquanto que o restante do tempo de anélise e a condi¢do da fase movel

permaneceram iguais (Figuras 55 a 57).

Figura 55 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicao 3).
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Nota: CondicOes cromatograficas: fase movel acido acético 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: O-
30 min 10-60 % B, 30-35 min 71 % B, 35-55 min 100 % B, 55-60 min 100 % B; vazdo de 1,0 mL/min;
volume de injecdo de 20 uL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

Figura 56 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicao 4).
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Nota: CondicGes cromatogréficas: fase mével acido acetlco 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0-
30 min 18-60 % B, 30-35 min 71 % B, 35-55 min 100 % B, 55-60 min 100 % B; vazdo de 1,0 mL/min;
volume de injecdo de 20 pL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.
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Figura 57 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicdo 5).
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Nota: Condicfes cromatograficas: fase movel écidc;“;c‘éﬁ'co 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0-
30 min 33-58 % B, 30-35 min 71 % B, 35-55 min 100 % B, 55-60 min 100 % B; vazao de 1,0 mL/min;
volume de injecdo de 20 uL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

Como as alteracdes na fase mdvel ndo produziram efeito satisfatorio na resolugédo
cromatografica, a coluna C18 foi substituida por uma difenil (Figuras 58 e 59) para modificar

a seletividade da fase estacionaria.

Figura 58 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicao 6).
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Nota: CondicGes cromatogréficas: fase mével 4cido acético 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0-
40 min 40-100 % B, 40-45 min 100 % B, vazdo de 1,0 mL/min; volume de injecdo de 20 uL e detector
UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

Baseado neste gradiente exploratorio (Figura 58), outro método foi desenvolvido
(Figura 59).



95

Figura 59 - Cromatograma obtido por CLAE-DAD do extrato EtOH 70 % (Condicdo 7).
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Nota: Condic¢Bes cromatogréficas: fase movel écid(.)"'ééé{ico 2 % (A) e metanol (B) em modo gradiente: 0
min 30 % B, 0-40 min 70 % B, 40-60 min 100 % B, 60-65 min 100 % B; vazao de 1,0 mL/min; volume de
injecdo de 20 pL e detector UV/Vis com comprimento de onda de 250 nm.

O pico majoritario com tg entre 20 e 25 min possivelmente refere-se a duas substancias,
porém ndo foi possivel separa-las com boa resolucdo e a analise do espectro no UV esta
representada na Figura 60. De qualquer forma, a coluna difenil pareceu mais adequada
considerando-se a simetria dos picos e o método da Figura 59 permitiu obter um perfil
cromatografico do extrato, observando-se 3 substancias de menor polaridade (tr entre 40 e 55

min) e outras 4 de maior polaridade (tr entre 20 e 30 min), considerando as que estdo co-eluindo
(tr = 23 min).

Figura 60 - Espectro no UV referente ao pico com tr = 23 min da Figura 59.

O espectro no UV revela que as substancias que estdo co-eluindo no tr = 23 min
possivelmente pertencem a classe dos flavonoides apresentando duas bandas caracteristicas e,
mais especificamente, as flavonas e flavondis, que apresentam a banda | (anel B) absorvendo

entre 300 e 380 nm, aproximadamente, e a banda 11 (anel A) absorvendo entre 240 e 280 nm,
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aproximadamente (CORRADINI et al.,, 2011). Além disso, pode-se sugerir que estes
flavonoides podem ser glicosilados ou poliidroxilados devivo a sua caracteristica mais polar.
Sendo estas as substancias majoritarias do extrato, € possivel apontar que podem estar altamente
relacionadas a atividade antioxidante do extrato, uma vez que os flavonoides sdo potenciais

substancias antioxidantes.
4.6.2.1 Quantificacao de substancias pelo padréo externo

Para a quantificacdo das substancias 4'5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona,
cordialina A (Figura 61) e outro triterpeno anélogo a cordialina A, isoladas pelo aluno de
doutorado Juhan A. S. Pareira do mesmo grupo de pesquisa, foram obtidas curvas analiticas

baseadas no método cromatografico, também, desenvolvido por ele.

Figura 61 - Estruturas quimicas da 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona e cordialina A.
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A curva analitica do 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona (Figura 62), foi obtida
através das concentragdes versus os valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela 7),

sendo que as concentracOes foram corrigidas considerando a pureza cromatogréafica (97,9%).
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Figura 62 - Curva analitica da 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona em CLAE-
DAD.
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Tabela 7 - Dados das analises de 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona em

CLAE-DAD para construcao da curva analitica.

Concentracao tr Média da area dos picos * Concentracao
(mg/mL) (min) DPM corrigida* (mg/mL)
0,0125 30,5 443.944,0 + 2.320,7 0,0122
0,0250 30,4 934.998,5 + 6.960,1 0,0240
0,0500 30,7 2.001.231,5 + 202.889,4 0,0489
0,1000 30,8 3.950.046,0 + 173.655,5 0,0979
0,2000 30,8 8.696.064,0 + 185.301,6 0,1958
0,3000 31,1 13.157.415,0 + 318.871,2 0,2937

*Concentracdo calculada considerando pureza de 97,9 %.

A partir da equacéo da reta (y = 4,10997.107 x - 71.964,77515, foi possivel calcular a
concentragdo de 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona no extrato EtOH 70 % utilizando
o0 valor da &rea obtido de 2.641.804 no tr de 30,4 min, obtendo 0,66 % (m/m) de 4',5-diidroxi-
2',3,5',6,7-pentametoxiflavona total no extrato, considerando a massa inicial de 10,0 mg de

amostra.
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A curva analitica da cordialina A (Figura 63), foi obtida através das concentracoes
versus 0s valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela 8), sendo que as

concentracdes foram corrigidas considerando a pureza cromatografica (97,3%).

Figura 63 - Curva analitica da cordialina A em CLAE-DAD.
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Tabela 8 - Dados das andlises de cordialina A em CLAE-DAD para constru¢do da

curva analitica.

Concentracao tr Média da area dos picos * Concentracao
(mg/mL) (min) DPM corrigida* (mg/mL)
0,0031 52,8 114.169,0 + 25,5 0,0030
0,0125 52,9 469.531,0 + 1.835,7 0,0122
0,0500 53,2 1.688.248,0 £ 1.313,8 0,0487
0,1000 53,1 3.482.707,0 £ 5.191,6 0,0973
0,2000 53,0 6.954.325,0 + 20.173,8 0,1946
0,3000 53,2 10.717.604,0 + 41.702,3 0,2919
0,4000 53,1 13.808.996,0 + 9.176,8 0,3892
0,5000 53,0 17.339.277,5 + 17.907,5 0,4865

*Concentracdo calculada considerando pureza de 97,3 %.

A partir da equacéo da reta (y = 3,47477.107 x - 45.965,969), foi possivel calcular a
concentracdo de cordialina A no extrato EtOH 70 % utilizando o valor da area obtido de
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2.295.979 no tr de 52,8 min, obtendo 0,67 % (m/m) de codialina A total no extrato,
considerando a massa inicial de 10,0 mg de amostra.

A curva analitica do triterpeno analogo a cordialina A (Figura 64), foi obtida através das
concentragdes versus os valores das areas dos picos nos cromatogramas (Tabela 9), sendo que

as concentracdes foram corrigidas considerando a pureza cromatogréfica (96,0 %).

Figura 64 - Curva analitica do triterpeno analogo a cordialina A em CLAE-DAD.
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Tabela 9 - Dados das analises do triterpeno anédlogo a cordialina A em CLAE-DAD

para construgéo da curva analitica.

Concentracao tr Media da area dos picos * Concentracao
(mg/mL) (min) DPM corrigida* (mg/mL)
0,0031 48,8 63.084,0 £ 244,7 0,0030
0,0125 48,7 260.121,0 + 287,1 0,0120
0,0500 49,1 1.035.091,5 £ 583,4 0,0480
0,1000 48,9 2.105.066,5 + 737,5 0,0960
0,2000 48,9 4.220.917,0 + 848,5 0,1920
0,3000 49,1 6.361.005,5 + 8.138,1 0,2880
0,4000 48,9 8.580.578,0 +5.174,6 0,3840
0,5000 49,1 10.690.788,0 + 10.287,0 0,4800

*Concentracao calculada considerando pureza de 96,0 %.
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A partir da equagéo da reta (y = 2,11305.107 x - 5.032,6992), foi possivel calcular a
concentracdo do triterpeno analogo a cordialina A no extrato EtOH 70 % utilizando o valor da
area obtido de 238.607 no tr de 48,8 min, obtendo 0,12 % (m/m) do triterpeno analogo a
cordialina A total no extrato, considerando a massa inicial de 10,0 mg de amostra.

O cromatograma do extrato EtOH 70 % e os picos de interesse estdo representados nas

Figura 65 e 66. Na Figura 66, para melhorar a visualizacdo dos picos de interesse, a escala do

cromatograma foi diminuida.

Figura 65 - Cromatograma do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea para a quantificacao

de substancias.
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Nota: CondicBes cromatograficas: coluna Thermo Scientific® C18 (4,6 x 250 mm; 5 um); fase mével dgua
(A) e acetonitrila (B) em modo gradiente: 0-10 min 6-20 % B, 10-13 min 20-35 % B, 13-60 min 35-68 %
B, 60-62 min 68-100 % B, modo isocratico: 62-72 min 100 % B, vazdo de 1,0 mL/min; volume de inje¢do
de 20 L e detector DAD no comprimento de onda de 254 nm.

Figura 66 - Picos de interesse para a quantificacdo de substancias.

aTE =a0 === =0 =T n

250 s =) 2= =0 B P = 450

Nota: Os quadros inseridos evidenciam os picos de interesse nos tr aproximados de 30, 49 e 53 min.

Os resultados da quantificacdo da 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona,
cordialina A e do triterpeno analogo a cordialina A e os perfis cromatograficos obtidos
(Figuras 59 e 65) sugerem a presenca de substancias majoritarias no extrato EtOH 70 % que

ndo absorvem no UV/Vis. Cabe ressaltar que a anélise dos dados obtidos por CLAE-DAD
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mostrou que em 250 nm ha o maior nimero de picos e 0S mesmos apresentam maiores
valores de area.

Pode-se sugerir que a atividade antioxidante do extrato é atribuida parcialmente ao
flavonoide 4',5-diidroxi-2',3,5',6,7-pentametoxiflavona, mesmo se apresentando em baixa
concentracéo (0,66 %; m/m), uma vez que os flavonoides sdo as principais substancias que
apresentam propriedades antioxidantes em uma espécie vegetal. Vale ressaltar também que
esta atividade pronunciada pode estar relacionada as substancias que estdo co-eluindo (tr =
23 min) (Figura 59), pois sdo as majoritarias e apresentaram espectro no UV caracteristico

de flavonoides (Figura 60).

4.7 AVALIACAO IN VITRO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS)

Atualmente, ha um interesse crescente para o desenvolvimento de filtros baseados em
produtos naturais, visto a atual tendéncia por cosméticos verdes. Substancias de origem natural
tém sido consideradas como potenciais recursos para a protecdo solar ou para atuar
sinergicamente com os filtros solares quimicos e fisicos, principalmente pela capacidade de
absorcdo da radiacdo ultravioleta pelos croméforos, associada a possivel atividade antioxidante
dos extratos vegetais (SANTOS, 2010; GUARATINI et al., 2009). Dentro deste contexto, fez-
se importante a avaliacdo do FPS do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea incorporado a
formulacdo cosmeética obtida de acordo com o item 3.8.

Os resultados estdo expressos na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de FPS de diferentes concentracdes de extrato EtOH 70% incorporados a

formulacdo cosmética com ou sem filtro solar organico.

Formulacodes FPS + DPM

FB + extrato a 0,02 % 1,01 £ 0,01

FB + extrato a 0,20 % 1,13+ 0,092

FB + extrato a 2,00 % 1,58 + 0,10°

FB + etilhexil metoxicinamato 4,00 % 10,54 £ 0,23°¢

FB + extrato a 0,02 % + etilhexil metoxicinamato 4,00 % 11,05 + 0,23¢

Nota: Letras diferentes significam diferenca estatisticamente significativa para p < 0,05. FB: formulacdo base;
FPS: fator de protecdo solar.

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que o extrato EtOH 70 % néo
apresentou valor significativo de FPS em nenhuma das concentragdes testadas. Como a

concentracéo de 2,00 % de extrato desestabilizou a formulacgdo, adquirindo uma aparéncia e cor
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indesejaveis, foi escolhida a concentragdo de 0,02 % para avaliar um possivel sinergismo com
o filtro solar organico etilhexil metoxicinamato a 4,00 %, porém ndo houve aumento
consideravel do FPS, mesmo possuindo valores com diferenca estatistica significativa.

O extrato analisado apresentou esta caracteristica insatisfatoria, porém Oda et al. (2015)
avaliaram o FPS em formulagdo cosmética de extrato etandlico 70 % de torta de sementes de
C. arabica pelo mesmo método. Foram testadas trés concentragdes diferentes de extrato (0,3,
1,0, e 5,0; m/m) juntamente com um filtro solar sintético e foi observado um aumento

consideravel do FPS, mesmo utilizando o extrato em baixas concentracdes.

5 CONCLUSOES

Através dos diversos estudos e analises realizados nesta pesquisa em conjunto com
relatos da literatura, a C. verbenacea se mostrou ser uma importante espécie vegetal que possui
variados compostos bioativos, que apresentam, principalmente, acdo antioxidante e anti-
inflamatoria.

Foi possivel comprovar a partir das analises realizadas com os trés extratos obtidos, que
o solvente hidroetanodlico se mostrou mais seletivo para compostos fendlicos e flavonoides e
substancias antioxidantes, que foram capazes de capturar, in vitro, espécies reativas como
DPPH*, ABTS*, sendo estes radicais modelos e O>~*, ROO*, HOCI e H,0,, espécies reativas
presentes no organismo, apresentando resultados promissores que se assemelharam ao
comportamento de uma substancia antioxidante padrdo e que poderdo ser utilizados,
futuramente, em beneficio da popolucdo. E possivel sugerir que os compostos fendlicos e
flavonoides podem ser os principais responsaveis pela atividade antioxidante pronunciada do
extrato.

De maneira geral, as analises cromatograficas demostraram maior complexidade
guimica para o extrato EtOH 70 % e trés substancias foram quantificadas (4',5-diidroxi-
2',3,5',6,7-pentametoxiflavona, cordialina A e um triterpeno analogo a cordialina A), porém
apresentaram baixas concentracdes, sendo que a substancia pertencente a classe dos flavonoides
pode estar relacionada parcialmente a atividade antioxidante do extrato.

A C. verbenacea € muito utilizada na medicina tradicional na forma de garrafadas por
suas propriedades anti-inflamatorias, que sdo feitas por maceracdo com uma solucdo
hidroetandlica. Como os processos inflamatérios geram as ERO e, consequentemente,
desencadeiam o estresse oxidativo, é possivel sugerir que a atividade antioxidante pronunciada

do extrato EtOH 70 % desta espéecie vegetal possui relacdo com a sua propriedade anti-
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inflamat6ria. Ambos os processos inflamatorio e oxidativo estdo relacionados e uma maneira
de avancar com este estudo, seria investigar a correlacdo entre a atividade antioxidante do
extrato EtOH 70 % de folhas de C. verbenacea com a sua atividade anti-inflamatoria.

Quanto a citotoxicidade do extrato EtOH 70 % de C. verbenacea, as células Hacat
apresentaram maior sensibilidade, enquanto que a linhagem HepG2 foi menos sensivel, ndo
apresentando morte celular em nenhuma das concentragdes testadas e, portanto, pode ser
sugerida a utilizacdo deste extrato como um medicamento, por exemplo, com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias.

O extrato EtOH 70 % de C. verbenacea, na concentracdo de 0,20 % na formulacdo
cosmeética, ndo apresentou efeito fotoprotetor e ndo é capaz de atuar sinergicamente com o
etilhexil metoxicinamato a 4,0 %, para potencializar sua atividade fotoprotetora, porém devido
a presenca de potenciais substancias antioxidantes pode ser sugerida sua protecdo contra o

envelhecimento cutaneo.
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