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RESUMO

A espécie Morus nigra L. (Moraceae), amoreira negra, € origindria do Sudoeste
Asidtico, sendo frequente nas regides tropicais de todo o mundo. Do ponto de
vista etnobotanico, a M. nigra possui popularidade por apresentar, ndo somente
valores alimentares nutricionais, mas por conter varios compostos com acao
terapéutica como adstringente, antiinflamatoria, antioxidante e antitérmica,
depurativa, analgésica, antisséptica, hipoglicemiante e usada no controle do
climatério, ndo somente nos frutos, mas também em outras partes da planta como
folhas e cascas da arvore. Os vegetais, presentes em grande quantidade na dieta
humana, produzem um vasto nimero de substincias naturais, chamados de
metabdlitos secundarios como os compostos fendlicos, entre eles os flavonoides e
polifendis, que apresetam potencial antioxidante ou seja, sdo capazes de inibir ou
atrasar os processos oxidativos, gerados por espécies oxidativas radicalares, ou
ndo, retardando ou previnindo a oxidacdo de lipidios ou outras biomoléculas,
evitando assim o surgimento de patologias relacionadas ao estresse oxidativo. O
objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano e anti-
hemolitico do extrato bruto etandlico, obtidos por maceracdo de folhas de M.
nigra e suas fragdes, produtos da particio liquido-liquido com hexano, acetato de
etila e n-butanol. Para a avaliacdo da atividade antioxidante, foram utilizadas
técnicas de supressio de espécies radicalares como DPPH, ABTS, anion
superoxido e Oxido nitrico, além de espécies oxidante ndo radicalar, como o
HOCL. Também foi observado o efeito oxidorredutor das fragdes sobre a
atividade catalitica da enzima horseradish peroxidase (HRP). A atividade anti-
hemolitica foi avaliada por dosagem espectrofotométricos da hemoglobina
liberada ap6s a hemolise sem indug@o e com indutores HOCl e AAPH. Atividade
antimicrobiana foi avaliada por técnica de microdilui¢des, frente aos
microorganismos  Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Cryptococcus

neoformans, Candida albicans e Candida krusei. Para a purificagdo e
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identifica¢do dos metabdlitos secundérios de M. nigra, foi utilizado cromatografia
em coluna de Silica gel e Sephadex LH-20, além de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando coluna preparativa C18, além da cromatografia em
camada delgada (CCD) para o monitoramento das fracdes isoladas. Na
identificagdo estrutural dos compostos isolados foi utilizada a técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e bidimensional. Os resultados
evidenciaram que as fracOes acetato e n-butandlica apresentaram atividade
antioxidante frente as espécies radicalares e ndo radicalares, além de inibir a
atividade catalitica da HRP, apresentarem atividade anti-hemolitica, bem como
uma atividade antifiingica moderada da fragcdo acetato frente a cepa C. albicans e
C. krusei; e uma fraca atividade da fracdo aquosa frente a C. krusei, com nenhuma
atividade para os demais microorganismos testados. A partir da purificacdo das
fracdes acetato, n-butandlica e aquosa, foram possiveis identificar por RMN a
presencga de flavonoides como o tilirosideo, tetrametoxicatequina, galocatequinas,
compostos fendlicos como a cumarina umbeliferona e o acido clorogénico. Com
exce¢do da cumarina, todos estes compostos fenodlicos identificados em nossa
pesquisa apresentam atividade anti radicalar, sendo provdveis agentes das
supressoOes das espécies reativas estudada, incluindo a atividade anti-hemolitica e

antifingica.
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ABSTRACT

The species Morus nigra L. (Moraceae), mulberry black, is indigenous to
Southeast Asia and is common in tropical regions around the world. From the
viewpoint ethnobotanical, M. nigra has popularity by presenting not only food
nutritional values, but it contains several compounds with therapeutic action as an
astringent, anti-inflammatory, antioxidant and antipyretic, depurative, analgesic,
antiseptic, hypoglycemic and used to control the menopause, not only in the fruits,
but also in other plant parts such as leaves and bark of the tree. The plant, present
in large quantities in the human diet, produce a large number of natural
substances, called secondary metabolites such as phenolic compounds, including
flavonoids and polyphenols, which apresetam antioxidant that is, are able to
inhibit or delay the process oxidative, oxidative species generated by free radical
or not, delaying or preventing the oxidation of lipids and other biomolecules, thus
avoiding the emergence of diseases related to oxidative stress. The objective of
this study was to evaluate the potential antioxidant, antimicrobial and anti-
hemolytic crude ethanol extract obtained by maceration of leaves of M. nigra and
its fractions, the product liquid-liquid partition hexane, ethyl acetate and n-
butanol. To evaluate the antioxidant activity, we used techniques such as deletion
of DPPH radical species, ABTS, superoxide anion and nitric oxide, and non-
oxidizing free radical species, such as HOCl. We also observed the effect of
fractions oxidorredutor on catalytic activity of the enzyme horseradish peroxidase
(HRP). The anti-hemolytic activity was evaluated by spectrophotometric
measurement of hemoglobin released upon hemolysis without induction and
inducer AAPH and HOCI. Antimicrobial activity was evaluated by microdilui¢des
technique, compared to the microorganisms Staphylococcus —aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Cryptococcus neoformans, Candida albicans and Candida
krusei. For purification and identification of secondary metabolites M. nigra was

used column chromatography on silica gel and SEPHADEX LH-20, and high



performance liquid chromatography (HPLC) using preparative C18 column,
beyond the thin-layer chromatography (TLC) for monitoring the isolated
fractions. The identification of the structural isolated compounds was used the
technique of Nuclear Magnetic Resonance (NMR) uni-and bidirectional. The
results showed that the fractions acetate and n-butanol showed antioxidant activity
in the face of radical species and not radical, in addition to inhibiting the catalytic
activity of HRP, presenting anti-hemolytic activities as well as a moderate
antifungal activity of the acetate fraction against clade C . albicans and C. krusei,
and an aqueous fraction of weak activity against C. krusei, with no activity for the
other microorganisms tested. From the purification of the fractions ethyl, n-
butanol and water were made possible by NMR to identify the presence of
flavonoids as tiliroside, tetrametoxicatequina, galocatequinas, phenolic
compounds such as coumarin umbeliferona and chlorogenic acid. With the
exception of coumarin, all these phenolic compounds identified in our research
have anti free radical activity, with likely agents of deletions of reactive species

studied, including the anti-hemolytic activity and antifungal.
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1 Introducao



1 Introducao

1.1 Consideracoes gerais sobre o uso de plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de doencas €
conhecida desde a antiguidade, sendo as obras mais antigas sobre medicina e plantas
medicinais origindrias da China e Egito. Diversas culturas se utilizam das plantas medicinais
como principal, ou mesmo a tUnica matéria prima para elaboracdo de medicamentos

(ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1983; YAMADA, 1998).

Estima-se a existéncia de 250.000 a 500.000 espécies de plantas no mundo segundo
Hamburger e Hostettmann (1991). No inicio do século XX, a descoberta e o desenvolvimento
de processos de sintese de compostos organicos, culminaram no desenvolvimento de diversos
medicamentos. Entretanto seus efeitos colaterais somados aos altos valores dos medicamentos
sintéticos e o interesse por compostos fitoterdpicos promoveram a busca por novas drogas

como alternativa de tratamento (VOLAK; STODOLA, 1990).

O Brasil € um dos paises com elevada biodiversidade, Barata e Queiroz (1995) relatam
que nosso pais possui cerca de 50 mil espécies de plantas superiores, distribuidas em grandes
biomas: a Amazodnia com 25-30 mil espécies, a mata Atlantica com 16 mil, o Cerrado com 7
mil e as demais espécies distribuidas entre a Caatinga e a Floresta Subtropical. Entretanto,
apenas uma pequena parcela da flora brasileira e mundial tem sido explorada cientificamente

quanto ao seu potencial para producio de farmacos.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saide — OMS, 85% da populacdo mundial utiliza
plantas medicinais para o tratamento de doencgas; estima-se que 82 % da populagdo brasileira
utilizam produtos a base de ervas (ABIFISA, 2009) e em torno de 25% dos medicamentos
prescritos mundialmente sdo de origem vegetal (AKERELE, 1993; HAMBURGER;
HOSTETTMAN, 1991).

Segundo a OMS, medicamentos fitoterdpicos sdo principios ativos presentes na planta

como um todo, ou em parte dela, na forma de extrato total ou processado. O crescente



interesse nos fitoterdpicos se eflete a utilizagdo destas biomoléculas protétipos, possibilitando
o delineamento e o planejamento racional de novos farmacos. Quando se procura obter
principios ativos de plantas, um dos principais aspectos a ser observado consiste nas

informacgdes da etnomedicina, ou seja, da medicina popular (YUNES et al., 2001).

As plantas medicinais podem ser utilizadas como misturas complexas, contendo todos os
constituintes presentes no vegetal, extratos sob a forma de infusdo, 6leos essenciais e tinturas,
ou podem ainda ser utilizadas também para fornecer os principios ativos “quimicamente”
puros. A atividade farmacoldgica apresentada por uma planta €, portanto, resultado da acdo de

um ou mais principios ativos presente(s) no fitoterdpico (YUNES et al., 2001).

Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas e, aproximadamente 20 mil
compostos obtidos de microorganismos tenham sido descritos, a fonte de metabdlitos
secunddrios como a possibilidade de novas e diferentes estruturas se torna de extrema
importancia a quimica medicinal e agricultura. Ainda que uma planta possa conter centenas de
metabdlitos secunddrios, apenas o0s compostos presentes em maior concentragdo Sao
geralmente isolados e estudados pela fitoquimica cldssica. A andlise de compostos e de suas
atividades bioldgicas é muito complexa e longa. Geralmente compostos presentes em menor
propor¢do na planta tem sido os que apresentaram melhores efeitos bioldgicos, assim, torna-se
necessario eploarar fragdes e compostos puros das plantas. (YUNES; PEDROSA;
CEVHINEL, 2001).



1.2  Morus sp.

O género Morus € constituido de aproximadamente 24 espécies, uma subespécie com

descricao de pelo menos 100 variedades (PADILHA et al., 2010; MACHII et al., 2000).

1.2.1 Classificacao Botanica

A amoreira, nome popular, estd classificada no (LORENZI et al., 2003):
Reino Plantae;

Divisao Magnoliophyta,

Classe Magnoliopsida;

Ordem: Urticales;

Familia: Moraceae;

Género: Morus.

Morus sp. encontra-se bem representada no Brasil tanto por espécies silvestres como
cultivadas. De um modo geral € frequente nas regides tropicais de todo o mundo (LORENZI et
al., 2003; ERCISLI; ORHAN, 2007). Segundo Zhao e colaboradores (2005), as espécies mais
populares compreendem: Morus alba (Amoreira branca; Extremo Oriente), Morus australis
(amoreira chinesa; Sudeste Asidtico), Morus insignis (amoreira americana; América central e
América do Sul), Morus mesozygia (amoreira africana, Africa central e do sul), Morus
microphylla (amoreira do Texas; do Sul e do centro da América do Norte), Morus nigra
(amoreira negra; Sudoeste Asidtico), Morus rubra (amoreira vermelha; Leste da América do

Norte).

E uma planta de facil adaptacdo, cosmopolita, predominando nas regides tropicais, sendo

natural do oeste da Asia (HOLMES, 1996). Na Turquia, é conhecida e utilizada a mais de 400



anos, em licores, doces e sucos. Na India e China, as folhas de Morus alba sao utilizadas na

alimentacdo do bicho da seda (Bombyx mori L.) (ERCISLI; ORHAN, 2007).

Do ponto de vista etnobotanico, a Morus sp. € utilizada em todo o mundo como
adstringente, antiinflamatorio, anti-térmica, cicatrizante, depurativa e diurética, odontalgia
(analgésico), anti-séptica e vermifuga, hipoglicemiante, tratamento do climatério e emético

(PADILHA et al., 2010; QUER, 2007; NADERI; ASGAY, 2004).

1.2.2  Morus nigra L.: Descricao Morfologica

M. nigra (Figura 01), é uma darvore caducifélia’, de 7-12 m de altura, com tronco
revestido por casca fina, quase lisa, de cor acinzentada. Ramos mais ou menos horizontais
com as extremidades algo pendentes, formando uma copa achatada em forma de guarda-
chuva. Folhas simples, cartdceas’ e serrilhadas, com inervagao peninérvea3 e saliente,
superficie superior brilhante, de 6-12 cm de comprimento, com peciolo de 1-2 cm. Planta
diéica®, raramente monéica’, com inflorescéncias formadas entre julho e agosto, tanto as
masculinas quanto as femininas, em amentilhos® pendentes e alongados (3-6 cm de
comprimento), as masculinas mais finas. Os frutos sdo drupas compostas, cilindricos, de
superficie tuberculada, inicialmente vermelhos e pretos quando maduros, de 1-2 cm de
comprimento, de polpa carnosa, muito sumosas, refrescantes e de sabor agridoce, constituida

na reunido de diversas bagas, cada uma originada de uma flor. A parte suculenta é constituida

1- Caducifélia: nome dado as plantas que, numa certa estacdo do ano, perdem suas folhas, geralmente nos meses mais frios e
com chuva (outono e inverno); 2- Cartacea: quando as folhas sdo finas e rigidas e se forem quebradicas; 3- Peninérvea:
nervura principal, que se distingue das demais, se originam as secunddrias e destas as terciarias, lembrando a disposi¢@o das
barbas de uma pena de ave; 4- Diédica: onde os sexos se encontram separados em individuos diferentes; 5- Monéica:
inflorescéncia que apresentam o dois tipos sexuais; 6- Amentilhos: tipo de inflorescéncia em que os pedicelos das flores se
inserem em diversos niveis no eixo comum, a raquis, atingindo diferentes alturas, e cujas flores se abrem sucessivamente na

extremidade do ramo (FERREIRA, 1986).



pelo célice e eixo de inflorescéncia, denominado sorose (PADILHA et al., 2010; QUER, 2007;
OJASTI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1998; GEMTCCHUJNICOV, 1976).

Figura 1 — Aspecto da M. nigra em periodo de frutificacdo; Folhas (www.institutohorus.org.br).

A M. nigra L. ndo apresenta somente valores alimentares nutricionais, mas contém varios
compostos com agdo terapéutica, ndo somente nos frutos, mas também em outras partes da
planta. As cascas das drvores, os frutos e as folhas de M. nigra sdo largamente utilizados na

medicina popular (QUER, 2007; NADERI; ASGAY, 2004).

1.2.3 Informacoes sobre a fitoquimica de M. nigra L.

Hé4 um grande interesse no estudo estrutural e farmacolégico dos compostos fendlicos
isoprendides substituidos (entre eles os flavonoides), os quais sd@o encontrados em vdrias

espécies da familia Moraceae (NOMURA E HANO, 1994).



Syvacy e SOkmen (2004), na Turquia, realizaram estudos fitoquimicos sobre os efeitos
sazonais nos teores de fendis totais e atividade antioxidante em galhos de M. nigra L. e M.
alba L. observaram maior producdo de fendis totais, antocianinas € consequentemente, maior
atividade antioxidante (avaliada com DPPH) era no periodo de outubro, onde observa-se uma

temperatura média de 16.3° C, 38.8% de umidade e 11.2 mm de chuva.

A maioria dos estudos fitoquimicos realizados com M. nigra estdo voltados aos frutos.
Ercisli e Orhan (2007) observaram que frutos de M. nigra apresentam teores de flavonoides e

fendis totais maiores do que as espécies M. alba e M. rubra.

Os frutos de M. nigra e M. alba foram estudados por Pawlowska e colaboradores (2008),
isolaram e identificaram cinco compostos do extrato metandlico, entre os quais, 0s COMpOstos
(quercetina-3-0O-glucoside, quercetina-3-O-rutinosideo, canferol-3-O-rutinoside e 5-O-4cido
cafeoilquinico); a andlise dos pigmentos de M. rubra e M. nigra revelaram a presenca de
quatro antocianinas reconhecidas como cianidina 3-O-glicosideo, cianidina-3-O-rutinosideo,
pelargonidina-3-O-glicosideo e pelargonidina 3-O-rutinosideo. Naderi e Asgay (2004)
sugerem que os frutos apresentam efeito protetor sobre peroxidacdo lipidica em eritrécitos
humanos, sobre os hepatdcitos de ratos e sobre lipoproteinas humanas de baixa densidade

(LDL).

Foram investigados a atividades anticandida in vitro dos extratos aquoso e metandlico dos
frutos de M. nigra, coletados na regido de Erzincan (Turquia), os resultados mostraram
atividade antifungica para C. albicans, C. parapsilosis, C.tropicalis e Geotricum candidum

(YIGIT et al., 2007).

Estudos evidenciam que nas folhas de M. Alba apresentam o flavonoides e
flavoglicosideos, como quercetina, isoquercitrina, canferol-3-O-beta-D-glicopiranosideo
(astragalina), canferol-3-O-(6"-O-acetil)-beta-D-glicopiranoside, quercetina-3-O-(6"-0O-acetil)-
beta-D-glicopiranosideo,  quercetina-3-O-beta-D-glicopiranosideo,  canferol-3-O-alpha-L-
Ramnopiranosil-(1—6)-beta-D-glicopiranosideo, quercetina-3-0-alpha-L-Ramnopiranosil-
(1—6)-beta-D-glicopiranosideo (rutina), quercetina-3-O-beta-D-glucopiranosil-(1—6)-beta-
D-glicopiranosideo e quercetina-3,7-di-O-beta-D-glucopyranoside (DOI et al., 2001; KIM et
al., 1999). Ensaios com folhas de M. alba demonstraram efeitos promissores na glicemia

sanguinea (efeito anti-hiperglicémico), no dano oxidativo, e na glicagdo da hemoglobina de



ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (NAOWABOOT et al., 2009; ZANG et al.,
2009; CHEN et al.,1995), e efeito protetor sobre a oxidacdo da LDL colesterol e

desenvolvimento de placas aterosclerética (DOI et al., 2001).

2 Compostos Fenolicos e Flavonoides

2.1 Compostos Fenélicos

As plantas produzem um vasto nimero de substancias naturais, chamados de metabdlitos
secunddrios com potenciais antioxidantes, antimicrobianos e imunomoduladores na tentativa
de se adaptarem as agressdes do meio ambiente. Encontrados naturalmente em frutas e
hortalicas, esses metabdlitos apresentam efeitos benéficos sobre a saide humana. Entre essas
substancias estdo os compostos fendlicos e entre eles os flavonoides e polifendis, encontrados

em plantas e presentes em grande quantidade na dieta humana (SIMOES et al., 2007).

Os compostos fendlicos incluem desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizagio (SIMOES et al., 2007; BRAVO, 1998). Estiio presentes nos vegetais na forma
livre ou ligados a acucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). Alguns compostos
fendlicos apresentam sob a forma de polimeros, por exemplo, os taninos e as ligninas

(SIMOES et al., 2007; SOARES, 2002).

Os éacidos fendlicos consistem em dois grupos, derivados do 4cido hidroxibenzdico e
derivados do 4cido hidroxicinamico (Figura 2). Os éacidos hidroxibenzéicos incluem os 4cidos
gélico, p-hidroxibenzdico, protocatéquico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6—
C1 (BALASUNDRAM et al., 2006); enquanto os dcidos hidroxicinamicos, sdo compostos
aromdticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (C6—C3), como os acidos

caféico, ferilico, p-cumadrico e sinapinico, sendo os mais comuns (BRAVO, 1998).



Acidos derivados do hidroxibenzéico:

OH OH OH
HO HO OH
HO 0 HO o HO o}
Acido p-hidroxibenzéico Acido protocatéquico Acido Gilico
OH OH
H;CO OCHj3 OCHj;
HO (] HO 0
Acido Siringico Acido Vanilico
Acidos derivados do hidroxicindmico:
0
= oH
HO
Acido p-cumdrico Acido Caféico Acido ferlico
0
H;CO 2
2 OH
HO
OCH3;

Acido sinapinico
(Ac. sindpico)

Figura 2 — Estrutura dos principais 4cidos fendlicos presentes em vegetais (BRAVO, 1998).




Os compostos fendlicos podem interagir com os radicais livres sendo consumidos durante
a reacdo (ANGELO; JORGE, 2007). Por exemplo, dcidos sinépico, fertlico e p-cumdrico sdao
antioxidantes mais ativos do que os derivados do &cido benzdico, tais como &4cido
protocatéquico, siringico e vanilico (BALASUNDRAM et al., 2006). Isso se deve a dupla
ligacdo presente na molécula dos derivados do 4cido cinancio, que participa da estabilidade do
radical por ressonancia de deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto que os
derivados do 4cido benzdico ndo apresentam essa caracteristica (WANASUNDARA et al.,
1994). Esses compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidag¢do em certos sistemas,
mas isso ndo significa que eles possam proteger as células e os tecidos de todos os tipos de
danos oxidativos, ja que podem apresentar atividade pré-oxidante em determinadas condi¢des

(DECKER, 1997).

Vegetais ricos em compostos fendlicos por serem tradicionalmente consumidos como
alimentos, sdo considerados seguros, tanto pelos consumidores como pela inddstria de
alimentos. Constatacdo que, no entanto ndo garante a sua inocuidade, requerendo, portanto
estudos toxicoldgicos sobre estes compostos fitoquimicos (MELO; GUERRA, 2002). Muitos
destes compostos sdo encontrados nos frutos de M. nigra, destacando os dcidos gélico,
hidroxicaféico, m-e-p-cumarico e o 3,4-dimetoxicindmico (SELLAPPAN et al., 2002;

ZADERNOWSKI et al., 2005).

2.2 Flavonoides

Os flavonoides formam um grupo extensode compostos, pelo nimero dos seus
constituintes naturais e distribuicdo ampla no reino vegetal. Os flavonoides estdo presentes em
folhas, flores, frutos e ocasionalmente em outras regides da planta, desde as raizes as sementes
(ZHANG et al., 2008; GATTUSO et al., 2007). Eles sdo responsdveis pela cor, adstringéncia e
amargura, por exemplo, em vinho (WANG; HUANG, 2004). Compreende,

fundamentalmente, os derivados flavonicos (do Latim flavus, amarelo), antocidnicos (do
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Grego, anthos, flor e Kyanus, azul), as catequinas ou catecdis e outros constituintes com eles

relacionados (COSTA, 2002).

Flavonoides apresentam quinze carbonos em seu esqueleto bdsico, sendo compostos
fendlicos do tipo C6-C3-C6, formados por dois anéis aromdticos, sistema benzopiranico
(cromona), a partir do qual € iniciada a numeracdo das estruturas conforme nomenclatura
oficial IUPAC, (1971), e por um ntcleo fundamental benzopirano ou cromano ao qual se

encontra ligado um anel aromatico, isto €, do 2-fenil-benzopirano (Figura 3).

Na nomenclatura usual (MARKHAM, 1982) os anéis sdao designados como A, B e C e os
atomos de carbono individuais sdo referidos por um sistema que utiliza nimeros arabicos para
os anéis A e C e numeros marcados com (‘) para o anel B. Os grupos substituintes recebem
um nudmero de acordo com a posi¢do em que se encontram, € a subclasse do flavonoide é

especificado no final.

Figura 3 - (A) Estrutura bésica dos flavonoides e (B) Estrutura basica dos flavonoides com grupos carbonila no
C-4 (HUBER e RODRIGUES-AMAYA, 2008).

Os flavonoides concentram-se predominam nas partes aéreas das plantas, ocorrendo em
menor propor¢do nas raizes e rizomas (DEWICK, 2001). Apresentam ligagdes conjugadas,
que garante intensa absorcdo de luz UV (espectro com absor¢do maxima na luz UV a 254 e
350nm), ou mesmo na luz visivel (HARBORNE, 1984). Distinguem-se os pigmentos amarelos
ou flavonicos pelo grupo fundamental da a,B-benzeno-y-pirona (figura 4, A) e os pigmentos

azuis e vermelhos pelo nucleo benzopirilico ou flavilio (figura 4, B) de estrutura basica
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(COSTA, 2002). Estes nucleos frequentemente encontram-se oxigenados € a maioria estd
conjugada com acucares, sendo chamados de heterosideos. J4 na forma livre, sio denominados

agliconas (SIMOES et al., 2007).

o
A B

Figura 4 — Nucleo flavonicos: A) Estrutura do o, -benzeno-y-pirona; B) nicleo benzopirilico. . (COSTA, 2002).

Os flavonoides tém origem biossintética mista, ou seja, parte do seu esqueleto deriva do
caminho do acetato e a outra parte deriva do caminho chiquimato, mais precisamente do dcido
p-cumdrico (DEWICK, 2001). Uma representacdo esquemdtica da biossintese de flavonoides,

retirada de Simdes e colaboradores (2007) estd apresentada na Figura 5.

Na biossintese dos flavonoides, a primeira substancia formada é uma chalcona, que estd
em equilibrio enzimditico com sua flavanona correspondente. O par chalcona/flavanona é
precursor das subclasses dos flavonoides. Diretamente dele, derivam as flavonas, os
isoflavonoides e os dihidroflavonoides. Estes tltimos sao intermedidrios da sintese de
catequinas, antocianidinas e flavondis. As auronas derivam diretamente das chalconas
(HAHLBROCK, 1981). Os ultimos passos na biossintese dos flavonoides estdo associados aos

processos de 0-e-C-glicosilagdes, acilagdo dos agucares e alquilacdes (SALEH, 1979).

Estudos t€ém demonstrado a influéncia de alguns fatores ambientais na regulacdo génica

de flavonoides (FUGLEVAND et al., 1996).
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Figura 5 — Representacio esquemdtica simplificada da biossintese de flavonoides (SIMOES, 2007).
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Os flavonoides sdo formados por uma série de reacdes de condensacdo entre o acido
cinamico (dtomos de carbono 2 e 3 do anel B e 4 do anel C) e residuos malonil (anel A), a qual
forma a estrutura de substincias fendlicas do tipo C6-C3-C6, sendo heterosideos com quinze
carbonos em seu esqueleto basico. Os trés carbonos que fazem a ponte entre o anel fenil sdao
comumente ciclizados para formar um terceiro anel (anel C), como mostra a Figura 6

(CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

Figura 6 — Biossintese de flavonoides (adaptacio de DEWICK, 2001).
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2.2.1 Os constituintes flavonicos: Composicao Quimica

Os flavonoides estao divididos em oito subclasses: flavonas, flavondis, flavanonas,
isoflavonas, antocianidinas, flavanonols (flavan-3-ols ou catequinas), chalconas e
dihidrochalconas as quais sdo formadas a partir das variacdes no arranjo estrutural e posicoes

dos grupos funcionais (WANG; HUANG, 2004; LIN; HARNLY, 2008).

Consideram-se derivados da flavona (figura 7, A) e da flavanona (figura 7, B); a
existéncia de uma hidroxila em C3 do ciclopirdnico (o inico que ndo é fendlico nas moléculas
destes constituintes) dd lugar a dois novos compostos, flavonol (ou 3-hidroxiflavona) (figura

7, A) e flavononol (ou 3-idroxiflavanona) (figura 7,B) (COSTA, 2002).

Figura 7 — A) Flavona, se R = H e Flavonol, se R = OH; B) Flavanona, se R = H e Flavanonol, se

R = OH. (COSTA, 2002)

Por abertura dos nucleos oxigenados da flavona e flavanona resultam a chalcona (do
Grego chalcos, cobre) (figura 8, A) e dihidrochalcona ou benzil-idroxiacetofenona. Por
ciclizagdao das chalconas resultam compostos flavonicos ou auronas (do Grego aurum, ouro)
(figura 8, B). Conhecem-se, ainda, certos isdmeros de posi¢do, como as isoflavona ou 3-fenil-
benzo-y-pirona (figura 8,C). Identificaram inumeros derivados destes constituintes
fundamentais, distintos pelo nimero e posicdo de grupos hidroxilas e metoxilas

correspondentes. Na Figura 09 estdo as principais classes dos flavonoides.



DO :
SRS

I co/ J;!,

° A B C

Figura 8 — A) Chalconas; B) Auronas; C) Isoflavonas. (COSTA, 2002).

15
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Flavonois Flavanois
Ri Ro Rs Ri R4
Quercetina OH OH OH Catequina OH H
Kaenpferol OH H OH Epicatequina OH H
Flavonas EGC OH OH
Luteolina H OH OH ECG Galato H
Apigenina H H OH EGCG Galato OH

Antocianidinas Flavanonas
R, R, R, R, R;
Cianidina OH H Taxifolina OH OH OH
Malvidina OCH; OCH; Naringenina H H OH
Pelargonidina H H
Isoflavonas
R, R,
Daidzeina H H
Gliciteina H OCIH;
Genisteina OH H

Figura 9- Principais classes de flavonoides (HUBER E RODRIGUES-AMAYA, 2008).
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Os flavonois sdo encontrados como co-pigmentos das antocianidinas nas pétalas e folhas
de plantas superiores. Caracterizam-se por apresentar uma hidroxila ligada na posicdo 3.
Embora seja uma classe de flavonoides bastante rica, trés agliconas sdo as mais comuns
(canferol, quercetina e miricetina), sendo a maioria dos flavondis existentes variagdes dessas
trés estruturas. Alguns flavondis podem apresentar glicosideos ligados a sua estrutura, sendo o
mais comum a quercetina-3-rutinosideo, mais conhecido como rutina (HARBORNE, 1984;

HAHLBROCK, 1981).

As flavonas diferem dos flavondis por ndo apresentarem hidroxila ligada a posicdo 3, o
que altera o espectro na regido do ultravioleta, mobilidade cromatografica e reacdes
colorimétricas. Pode apresentar glicosideos ligados a molécula. As flavonas mais comuns sdo
luteolina e apigenina. Um grupo especial de flavonas sdo os biflavondis que sdo compostos
diméricos (formado por 2 flavonas) ligados através de ligacdo carbono-carbono ou ligacao
carbono-oxigénio. Ocorrem especialmente nas gimnospermas (HARBORNE, 1984;

HAHLBROCK, 1981).

As isoflavonas sio isdmeros das flavonas, porém de ocorréncia muito mais restrita
(subfamilia Papilonoidea — Fabaceae), em relacdo a atividade fisioldgica, sdo subdivididas em
trés grupos, compostos que mimetizam atividade estrogénica, compostos com atividade

inseticida e fitoalexinas (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

As chalconas e auronas sdo grupos pequenos de metabodlitos que ocorrem especialmente
na Familia Asteraceae. Possuem coloracdo amarelada, a qual se torna vermelha quando
exposta a vapor es alcalinos. Chalconas ndo apresentam anel central (anel C), enquanto que

nas auronas ha um, formado por 5 membros (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

As flavanonas sdo isomeros das chalconas, podendo as moléculas apresentar
interconversao em estudos in vitro. Sao flavonoides comuns nos frutos de Citrus, porém sem a
ocorréncia da chalcona andloga (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981). Embora os
flavonoides sejam geralmente relacionados como agentes ndo nutrientes, esta classe tem
atraido grande atencdo dos pesquisadores pelas propriedades fisioldgicas, farmacoldgicas e

seus beneficios a saide humana (GATTUSO et al., 2007; ZHANG et al., 2008). O FDA
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recomenda um consumo didrio de 250 mg de flavonoides de diferentes fontes: frutas, vegetais,

sucos, suplementos de vitaminas e minerais (LIN; HARNLY, 2008).

Em plantas, os flavonoides podem ocorrer de vérias formas modificadas com adi¢des
correspondentes a hidroxilacdo, metilacdo e glicosilagdo. Ocasionalmente, dcidos aliféticos e
aromdticos, sulfato, prenila, metilenodioxila ou grupo isoprenila também podem compor o

ntcleo flavonoidico e seus glicosideos (DEWICK, 2001).

As subclasses flavonoidicas e os padroes de glicosilacdo sdo fortemente correlacionados
com a taxonomia da planta e fornecem uma ampla gama de diferentes propriedades quimicas
(LIN; HARNLY, 2008). As oito subclasses combinadas com glicosilagdo em multiplos sitios e
com uma grande variedade de sacarideos produzem cerca de 4000 diferentes flavonoides ja
identificados, cuja lista ainda continua crescendo (ZHANG et al., 2005; LIN; HARNLY,
2008).

A principio qualquer grupo hidroxila pode ser glicosilado, mas algumas posi¢cdes sdo
favorecidas: em flavonas, flavanonas e isoflavanonas a posicdo C-7; o grupo hidroxila da
posicdo C-3 e C-5 em flavonols e flavanols e para antocianidinas as hidroxilas C-3 e C-5 sdo

sitios de glicosilagcdo (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

Os 5-0-glicosideos sdo raros para compostos com um grupo carbonila na posi¢do C-4,
uma vez que o hidrogénio da hidroxila faz uma ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila
adjacente. Os dissacarideos mais encontrados sdo rutinose e neohesperidose e ocasionalmente
tri e tetrassacarideos (MA et al., 2001). Podem ser encontrados também glicosideos acilados
em que um ou mais grupos hidroxila do glicosideo sao esterificados com um dcido. A acilagao
¢ geralmente um evento tardio na biossintese de flavonoides. Esta modificacio €
particularmente importante, pois diminui a solubilidade dos varios metabdlitos em 4gua, e
pode servir como protecdo para os glicosideos contra a degradagdo pelas glucosidases, ou

ainda para estabilizar as estruturas das antocianinas (DEWICK, 2001).

A glicosilagdo também pode ocorrer de forma direta no nucleo do flavonodide, por uma
ligacdo C-C a qual € resistente a hidrolise dcida. Até o presente momento foram encontrados
apenas C-glicosilagdo nas posi¢des C-6 e/ou C-8 do esqueleto flavonoidico (CUYCKENS;
CLAEYS, 2004).
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2.2.2 Propriedades Fisico-Quimicas dos Flavonoides

Geralmente, os flavonoides agliconas aparecem sob a forma de cristais amarelos e
parcialmente insoluveis em &4gua, apresentando boa solubilidade em solventes orginicos
apolares, suas estruturas fendlicas lhe permitem solubilidade em solu¢des aquosas alcalinas.
Os compostos heterosideos sdo geralmente soliveis em dgua e alcodis diluidos, mas insoluveis

em solventes organicos. (SIMOES et al., 2007; SOARES, 2002).

As flavonas e flavonéis apresentam pouca solubilidade em &dgua, enquanto que os di-
hidroflavondis sdo mais soluveis. Os 3-hidroxi-flavanos (catequinas) e os 3,4-flavondis sdo
hidrossoluveis, mas o 3-hidroxi-flavano apresenta boa solubilidade em éter etilico e os 3,4-
flavonodidis, em acetato e etila. As antocianinas sdo estdveis com o sais, essa propriedade
confere uma maior solubilidade em meio 4cido, como cloridrato (SIMOES et al., 2007). Sdo
passiveis de serem extraidos com etanol 70% permanecendo na fase aquosa apés parti¢do com

éter de petréleo (HARBORNE, 1984; HAHLBROCK, 1981).

O aquecimento pode levar a hidrélise dos O-heterosideos e em muitas vezes interferir na
estrutura e andlise dos flavonoides. A hidrélise dcida ou alcalina é empregada na identificagdao

dos niicleos flavonicos. (SIMOES et al., 2007)

2.2.3 Propriedades biologicas mais relevantes

Diante dos beneficios do uso de flavonoides, existem aproximadamente 13000 relatos
(artigos cientificos e livros) descrevendo as propriedades quimicas, bioquimicas, o papel

farmacoldgico e nutricional dos flavonoides desde 1990 (GATTUSO et al., 2007).

Diversas sdo as fungdes atribuidas aos flavonoides de plantas, dentre elas podemos citar:

i) protecdo dos vegetais contra incidéncia dos raios ultravioletas e visiveis, além de protecao
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contra ataque de insetos, fungos, virus e bactérias; ii) atracdo de animais com finalidade de
polinizacdo ; iii) atividade antioxidante; agentes alelopdticos, e 1v) inibidores de enzimas

(SIMOES et al., 2007; HARBONE, 1989; HARBONE; WILLIANS, 2000).

Os flavonoides sdao usados em alguns remédios devido as suas propriedades antioxidante,
antiplaquetdria, antiinflamatoria, vasodilatadora, antialergénicas, espasmolitica, e diurética,
podendo também inibir certas enzimas ligadas a tumorogénese como a lipoxigenase e a
ciclooxigenase (HANASAKI et al.,, 1994; DUARTE et al., 1993). Os flavonoides atuam
também como quelantes de metais. Flavonas e flavondis sdo as duas principais classes de
flavonoides encontradas universalmente na natureza. As flavonas e os flavonéis sdo
flavonoides de especial importancia por apresentarem atividade antioxidante em alimentos,
além disso, estudos epidemioldgicos indicaram que seu consumo didrio assegura redu¢do do
risco de cancer e doencas cardiovasculares (WANG; HUANG, 2004). Os mais comuns
flavonéis antioxidantes sdo canferol, quercetina e miricetina (HARBORNE; WILLIAMS,
2000). Na tabela 01 estdo expressos as principais classes de flavonoides e um resumo das suas

propriedades bioldgicas e farmacoldgicas mais relevantes.

Tabela 1 — Classe de flavonoides e algumas caracteristicas bioldgicas e farmacolégicas conhecidas (adaptada de
SIMOES et al., 2007).

Classe de flavonoides Principais Caracteristicas bioldgicas e farmacoldgicas

Flavonas, flavondis e seus O-heterosideos Co-pigmentagdo em flores (do branco ao amarelo), protetores
contra raios UV nas folhas (antioxidantes).
Antocianos Pigmentos que vao do vermelho até ao azul; atividade inibidora
do crescimento de larvas e insetos; possuem atividade
antiinflamatoria e antiedematogénica.

Chalconas Pigmentos amarelos; edulcorantes e prote¢do contra luz e calor.
Auronas Pigmentos amarelos
Di-hidro-flavondis Presentes nos tecidos duros (madeira), protetores contra

doencas causadas por microorganismo em plantas, inibidores
enzimdticos e alimento dissuasivo para insetos.

Flavanonas Podem apresentar sabor amargo
Di-hidro-Chalconas Podem apresentar sabor amargo
Flavanas, leucoantocianidinas e Propriedade adstringente
proantocianidinas
Isoflavonoides Propriedades estrogénicas (isoflavonas e cumestanos),

antifingica e antibacteriana (filoalexinas), e inseticida
(rotendides).
Biflavonoides Propriedades antifiingicas, alimento dissuasivo para insetos.
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2.2.4 Relacao Estrutura atividade e propriedade antioxidante dos

flavonoides

Muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos compostos de natureza fendlica,
em especial a posicao de substituicdo e o nimero de grupos hidroxila (OH), as propriedades de
outros grupos substituintes e a possibilidade de formacdo de ligagdes de hidrogénio (Figura

10).

[ ]
R RH
R ~OH \\j XL /-O.
,//\“\,/i“" OH > '//‘\“\\///’[\. OH
[ ]
[ R RH
L\ [
,//\“‘x,/’ ~OH > MO

Figura 10 — Captura/supressao de radicais livres pelos fendis e polifen6éis (BRAND-WILLIANS et al., 1995).

A posi¢ao de substituicdo da hidroxila no anel fendlico, considerada em relagdo a uma
posicdo fixa, influencia diretamente a atividade antioxidante. Compostos contendo a hidroxila
em para sao mais ativos do que aqueles substituidos em orto ou meta. Compostos com dois
(mais comum) ou trés grupos hidroxilas no anel aromdtico possuem maior atividade
antioxidante do que os mono-hidroxilados, de acordo com a relacdo apresentada na Figura 11

(PANNALA et al. 2001; CHENG et al., 2002, 2003).
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Figura 11 — Relagdo da atividade antioxidante de acordo com o nimero e posi¢do dos grupos hidroxilas
(CHENG et al., 2002).

Na presenca de grupo hidroxila substituido em posicdo orto e/ou para em anel contendo
heterodtomo nitrogénio ou oxigénio, a atividade antioxidante é potencializada por efeito de
ressonancia entre o par de elétrons do tipo p do heterodtomo e o radical fenéxi formado. As
moléculas apresentadas na Figura 12 possuem atividade antioxidante comprovada por

apresentarem heterodtomo oxigénio em orto (ZHANG, 1999; PANNALA et al., 2001):

Figura 12 — Ligacdes de hidrogénio na espécie neutra de substancias contendo oxigénio em grupo substituinte
(ZHANG, 1999).



23

Em 2001, por meio de estudo cinético, Pannala e colaboradores (2001) avaliaram a
capacidade antioxidante de substancias derivadas de flavonoides, verificando as seguintes

caracterfsticas estruturais em relagdo a estrutura protétipo apresentada na Figura 13:

* A posicdo do grupo hidroxila no anel B tem papel importante na presenga da atividade
antioxidante. Assim, a posicdo para (C4") favorece essa acdo, sendo que serd reduzida ou
ausente quando o grupo hidroxila estiver em posic¢des orto e meta. A presenca de um segundo

grupo hidroxila no anel B potencializa a atividade antioxidante;

* A presenca de dissubstituicio o-diidroxi no anel B e da dupla ligacdo C2-C3,
conjugada ao grupo 4-oxo (C4), no anel C (como observado nas flavonas) € essencial a

atividade antioxidante;

* A presenga de grupo hidroxila na posi¢ao 3 do anel heterociclico C (C3) contribui na

atividade antioxidante;
* Grupos hidroxila nas posi¢des 5 e 7 do anel A sdo de menor importancia;

* Compostos diidroxilados possuem maior atividade quando comparados com outros
compostos monoidroxilados estudados, mostrando maior conjugagdo entre o grupo hidroxila

da posicdo 4’ e o presente na posi¢cdo 3 do anel C;

* Compostos com trés grupos hidroxilas sao mais ativos que os diidroxilados.

Figura 13 — Relagdo estrutura atividade de flavonol e flavona - As hidroxilas em C5 e C7 s@o substituintes
menos importantes a atividade antioxidante; carbonila em C4, insaturacio entre C2 e C3 e hidroxilas
pem C3’e C4’ sdo substituintes importantes a atividade antioxidante. (LIEN et al., 1999; PANNALA

et al., 2001).
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3 Espécies Reativas e Radicais Livres

Espécies reativas € um termo que engloba qualquer composto que seja potencialment
reativo, podendo ser de natureza radicalar (Radicais livres) ou ndo radicalar. As espécies nao
radicalares sdo agentes oxidantes e podem se converter em radicais livres. Todo radical livre é
uma espécie reativa, mas nem toda espécie reativa é um radical livie (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004). A descoberta de radicais livres em materiais biolégicos ocorreu na
década de 50 por COMMONER e colaboradores (1954) e desde entdo, vem sendo estudada

sua importancia na biologia celular.

Radicais livres (RL) sdo quimicamente definidos como as moléculas organicas,
inorginicas e dtomos que, por fissdo homolitica ou transferéncia eletronica, contém um ou
mais elétrons ndo pareados nos orbitais mais externos (paramagnéticos), e existéncia
independente (HALLIWELL, 1994; JANSEN, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Essa configuracdo faz com que os RL sejam moléculas altamente instdveis, com meia-vida
muito curta, de minutos a nanossegundos, muito reativas, pois sdo capazes de reagir

rapidamente com varios compostos ou atingir alvos celulares, como as membranas.

Uma molécula pode tornar-se um RL ganhando ou perdendo um elétron em reacdo
quimica, bem como por fissio homogénea de uma ligacdo quimica. Normalmente o
rompimento de uma ligacdo ocorre de maneira heterogénea (fissao heterolitica), onde um dos
atomos retém ambos os elétrons compartilhados, tornando-se negativamente carregado
(anion), enquanto o outro dtomo perde ambos os elétrons tornando-se um ion positivamente
carregado (cdtion). Na fissdo homolitica, a ligagdo quimica é rompida de maneira que ambos
os atomos retenham um dos elétrons compartilhados na ligacdo, tornando-se RL (Figura 14).
A energia necessdria para romper uma ligacdo covalente pode ser fornecida pelo calor,

radiacdo eletromagnética ou outras fontes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
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ATB—> Al +B: Fissdo Homolitica

A§ B _ Ai_ + B Fissdo Heterolitica

Figura 14 — Esquema de fiss@o homolitica e fissdo heterolitica.

As espécies reativas e ou RL mais estudadas em sistemas biolégicos incluem as espécies
reativas do oxigénio (ERO), as espécies reativas do nitrogénio (ERN), os radicais derivados
dos ti6éis (RS"), as espécies reativas do cloro, as espécies reativas do carbono e complexos de
metais de transi¢do, principalmente fons Fe™*, Cu™", Mn™" e Cr"* (FINKEL,T.; HOLBROOK,
N. J., 2000; PEETTA, P. G., 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS
et al., 2007).

Outros ions metdlicos, sem atividade redox direta, como metais pesados (Pb, Hg e Cd) e
trivalentes (Bi, Al) sdo capazes de promover peroxidacdo de fosfolipidios, diminuindo a
fluidez de membranas celulares. fons divalentes (Mg*™*, Ca*™, Zn*") sdo cofatores de enzimas
envolvidas na manutencdo redox da célula, afetando e balanco oxidativo (HALLIWELL,;

GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

3.1 Espécies Reativas do Oxigénio (ERO)

Exceto em micro-organismos anaerébios, em todos os sistemas bioldgicos, desde os mais
simples, como os procariontes aerobicos facultativos, até os mais especializados como os

mamiferos e as plantas, utilizam o oxigénio em seus processos bioquimicos (SORG, 2004).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdao geradas em um panorama de reacdes de
oxido-redugdo, isto €, ou cedem o elétron desemparelhado, oxidando-se, ou recebem outro,
reduzindo-se (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Os principais radicais livres de
importancia bioldgica, oriundos do oxigénio molecular (O,) e formados a partir da reducdo

monoeletronica, sdo o radical superéxido (O,") e o radical hidroxila (HO"), conforme
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apresentado na Figura 15 (CHABOT; MITCHELL; GUTTERIDGE, 1998; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).

e e e e
OQ% 02'__>_’ :[—]:2(32 ﬁ}OH +} HQO
2Ht H* H,0 H*
NO-
ONOO’

Figura 15 — Formagdo das ERO. (adaptada de CHABOT; MITCHELL; GUTTERIDGE, 1998).

A Tabela 2 mostra as formas radicalares e ndo radicalares das principais espécies reativas

do oxigénio.

Tabela 2 — Classificacdo e nomenclatura das espécies reativas derivadas do oxigénio (HALLIWELL E
WHITEMAN , 2004).

Radicais livres Nao Radicais
Espécies Reativas do Oxigénio (ERO)
Anion radical superéxido (0,™) Peréxido de Hidrogénio (H,0,)
Radical hidroxila (OH") Acido Hipobromoso (HOBr)
Radical hidroperoxila (HO,") Acido Hipocloroso (HOCI)
Radical peroxila (RO,") Ozbnio (O3)
Radical alcoxila (RO") Oxigénio singlet ('0,)

Peréxidos organicos (ROOH)
Peroxinitrito (ONOO)
Acido Peroxinitrito (ONOOH)

Radical carbonato (CO;")
Radical diéxido de Carbono (CO,")
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A geracdo de ERO pode ser gerada por fontes enddgenas como a respiragdo aerdbica
celular, processos de inflamacdo, nos peroxissomos, por enzimas da citocromo P450 e xantina
oxidase, bem com ser gerada por fontes exdgenas, como radiagdes gama e ultravioleta, dieta,

cigarro e esposi¢ao ao gas ozonio (BIANCHI ; ANTUNES,1999).

3.1.1 Anion-radical Superéxido (0,

Gerado continuamente por diversos processos celulares, como na cadeia de transporte de

elétrons na mitocondria, no microssomo (via Cit. P450), por enzimas como xantina oxidase,
NADPH oxidase, lipooxigenase e ciclooxigenase, o O, ocorre em quase todas as células

aerdbicas e € ainda produzido durante a ativagdo de neutréfilos, mondcitos, macréfagos e

eosin6filos (HALLIWELL, 1994; VASCONCELOS et al., 2007).
Durante o metabolismo normal, o oxigénio molecular sofre redu¢do monoeletronica

formando o O, » passando a apresentar a configuragdo eletrdnica com nimero {mpar de

elétrons (13) na ultima camada de valéncia (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O 0,"

rapidamente desaparece em solucido aquosa, sofrendo dismutacdo espontdnea a peréxido de
hidrogénio (H,0,), ou catalisada pela superoxido dismutase (SOD), (VASCONCELOS et al.,
2007), (Equagdo 1):

SOD

0, " + 0, +2H" - H,0, + O, (1)

Também em soluc¢do aquosa é considerado e agente oxidante fraco, sendo responsdvel
juntamente com o Oxido nitrico pela formacdo do peroxinitrito (VASCONCELOS et al.,

2007), (Equagao 2):

0, "+ NO' — ONOO )
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O O, é permedvel as membranas bioldgicas e em fagicitos, como neutréfilos e

macréfagos, € um dos seus agentes microbicidas mais importantes (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).

3.1.2 Radical Hidroxila (HO®)

O HO® ¢ considerado a ERO mais reativa dos sistemas bioldgicos, é responsavel pela
inducdo de lesdes nas moléculas celulares e é considerado a ERO mais deletéria ao organismo,
pois tais sistemas ndo dispdoem de mecanismos de defesa (VASCONCELOS et al., 2007).
Devido a sua meia-vida muito curta, 10” segundos, sendo dificilmente pode ser sequestrado

(VANNUCHI et al.,1998).

A combina¢io do HO® com metais ou outros radicais in sito confirmam sua reatividade

(FERREIRA ¢ MATSUBARA, 1997). Segundo HALLIWELL; GUTTERIDGE (1986), este
radical frequentemente interage com as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adicdo as
insaturacdes, promovendo a lipoperoxidagdo; causa modificacdes no DNA (com modificacdes

nas bases nitrogenadas levando mutagdes e até mesmo a quebra das fitas; inativam proteinas e

enzimas por oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
O HO’ pode ser formado in vivo principalmente por dois mecanismos:

i) Reacdo do H,O, com metais de transi¢do (Fe+2 e Cu+2), conhecida como reagdo de
Fenton, apresentada de maneira simplificada na Equagdo 3 (ou representada de forma mais

complexa nas equacOes 4) e/ou pela reacdes de Haber-Weiss, Equagdes 5.

Fe’* + H,0, — Fe’* + HO® + HO (3)

Fe’* +0, < Fe** +0,”° 4)
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202_. + 2H+ —> 02 + H202

Fe’* + H,0, — Fe’* + HO® + HO

Fe** + 0,° — Fe** + 0, (5)
Fe’* + H,0, — Fe’* + HO® + HO
02_. + H202 —> 02 + HO. + HO

ii) Fissdo homolitica (homdlise) da dgua na exposi¢do a radia¢do ionizante (UV, raios

Gama e X), representada pela Equacdo 6 (BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006).

H,-O + hv > HO®* + H® (6)

3.1.3 Peroxido de Hidrogénio (H,03)

O H,0, é gerado in vivo pela dismutagdo do O,~, espontameamente ou catalisada pela
superoxido dismutase (SOD) ou ainda por pela B-oxidacdo de dcidos graxos (HALLIWELL,
2000). As mitocondrias sdo importantes fontes de O, e, como a presenga deste anion-radical
pode causar sérios danos, elas sdo ricas em SOD que o converte em H,O,. O peréxido de
hidrogénio gerado € entdo parcialmente eliminado por catalases, glutationa peroxidase e
peroxidases ligadas a tioredoxina (HALLIWELL, 2000). Pode também ser produzido por
bactérias presentes na boca, sendo utilizado pela peroxidase salivar para oxidar o tiocianeto
(SCN") em tiocianato (OSCN"), um produto téxico para certas bactérias. Ele € utilizado pelos
fagécitos na producdo de 4cidos hipoalogenosos como o HOCI, que sdo oxidantes muito
efetivos no combate a virus, bactérias e outros corpos estranhos, mas que por outro lado
podem apresentar efeitos deletérios as moléculas bioldgicas, dependendo do grau de exposi¢ao

(HALLIWELL, 2000, BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O H,0, isoladamente € praticamente inécuo, porém de vida longa, pode se difundir

facilmente através das membranas celulares. E um fraco agente oxidante e um fraco agente
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redutor, reage com grupos tiol (—SH; glutationa por ex.), com proteinas heme e peroxidases
para iniciar reagdes radicalares e peroxidacdo lipidica. Devido ao fato das células possuirem
metais de transi¢do, principalmente com Fe*?, o H,0, é responsavel pela geracdo do radical
HO®, como na reacdo de Fenton (BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

3.1.4 Oxigénio singlete ('O,)

Compreende a molécula de oxigénio em um estado eletronicamente excitado, produzido
por reagdes fotoquimicas ou por outras reagdes. Reage com intimeras moléculas bioldgicas,
incluindo lipideos de membrana, inicializando o processo de peroxidacdao lipidica

(VASCONCELOS et al., 2007).

Oxigénio singlete ('O,) é como sdo conhecidos os trés estados eletronicamente excitados
imediatamente superiores ao oxigénio molecular no estado fundamental (triplete, °S)
(FRIMER, 1989). Segundo a Teoria do Orbital Molecular, a configuracido eletronica do
oxigénio no estado fundamental possui dois elétrons desemparelhados nos orbitais
moleculares degenerados p'x e p'y. Esses elétrons tendem a possuir 0 mesmo spin de forma a
produzir multiplicidade maxima e assim um estado eletronico de menor energia. Essa € a
razdo pela qual o estado fundamental do oxigénio molecular é um triplete. A Tabela 03

apresenta as formas de ocupacdo nesses orbitais moleculares antiligantes, para o oxigénio no

estado fundamental, assim como para os estados excitados imediatamente superiores.

Tabela 3 — Ocupagdo dos orbitais moleculares antiligantes para os estados eletrénicos do O, (MACHADO,
2000).



31

Desses estados, os que possuem energia intermedidria (IAX e lAy; 92,4 kJ mol'l) sdo oS
responsaveis pela reatividade quimica do oxigénio singlete. A simetria dessas moléculas,
diferente da do estado fundamental, lhes garante um considerdvel tempo de vida quando
comparado com a forma de maior energia (IZ; 159,6 kJ mol-1), que possui a mesma simetria
do estado fundamental. Os estados 'Ax e 'Ay sdo degenerados e possuem uma distribuicio
eletronica onde os elétrons que ocupam um dos orbitais antiligantes T° se encontram em um
dos planos mutuamente perpendiculares. Por serem degenerados, os estados 'Ax e 'Ay séo, por
conveniéncia, representados como sendo o estado 'Ag. O orbital molecular vazio no estado
'Ag garante ao oxigénio singlete essa espécie cardter eletrofilico, o que favorece sua
participacdo mais efetiva em reacOes quimicas, principalmente no caso em que os substratos

possuem sitios ricos em elétrons (MACHADO, 2000).

'0, pode ser gerado por transferéncia de energia a partir de um sensibilizador (S), no
estado excitado triplete (°S®) (ex: porfirinas, clorofila ou riboflavina) para o oxigénio. O
sensibilizador S absorve energia e do estado fundamental singlete (S), passa para o estado
excitado singlete ('S®), a partir do qual é convertido, por cruzamento intersistema, para o

estado excitado triplete (3 S") (MACHADO, 2000).

O tempo de vida do oxigénio singlete em solu¢do é profundamente influenciado pela
natureza do solvente (FRIMER, 1989): em d&4gua, por exemplo, ¢ de cerca de 4,0 us
(OCHSNER, 1997). Em sistemas bioldgicos, o oxigénio singlete apresenta tempos de vida
extremamente baixos, inferiores a 0,04 pus. Em fun¢do disso, seu raio de agcdo € extremamente

reduzido (<0,02 um) (OCHSNER, 1997).

A acdo fotodindmica provoca a oxidac¢do de substratos bioldgicos através da geracdo de
espécies reativas de oxigénio produzidas pela associacdo entre a luz (de um determinado
comprimento de onda), um fotossensibilizador e oxigénio. Existem dois caminhos que levam a
morte celular pelo processo de fotooxida¢do conhecidos como mecanismo do tipo I e tipo II.
No mecanismo tipo I, o fotossensibilizador excitado pela luz, interage com alvos bioldgicos e
em combinac¢do com o O, do meio, geram radicais como o radical anion superéxido (0,”) e
radical hidroxila (HO®). No mecanismo do tipo II ocorre transferéncia de energia do
fotossensibilizador excitado para o O, no estado triplete (*0,), gerando o 'O,, uma espécie

extremamente reativa que, por sua vez, atuard nos alvos biolégicos. O mecanismo do tipo 1I
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destr6i muitos compostos no meio intra e extra celular, enquanto que o tipo I necessita da
penetragdo do fotosensibilizador no invélucro celular (FOOTE, 1991; HENDERSON;
DOUGHERTY, 1992).

3.1.5 Producio ERO pela mitocondria

A mitocOndria é considerada a mais importante fonte de radicais livres, bem como o
principal alvo para o processo regulatério dos radicais livres e suas acdes toxicas (CADENAS,
2004). A taxa de produgcdo de ERO mitocondrial estd elevada em diversas condicdes
patoldgicas, incluindo hipdxia, isquemia, reperfusdo e inibi¢do da respiragdo mitocondrial

(CHEN et al., 2003).

As ERO sdo produzidas nas mitocondrias como um subproduto do metabolismo
energético normal (FRIDIVITCH, 1999; SORG, 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
Na membrana interna das mitocOndrias estdo localizadas as proteinas que sio essenciais para a
fosforilagdo oxidativa que incluem os complexos I-IV da cadeia de transporte de elétrons, a
ATP sintase (complexo V) e o translocador adenina de nucleotideos (NICHOLLS;
FERGUNSON, 2002b). Durante a fosforilagdo oxidativa ha um bombeamento de prétons pela
cadeia respiratoria, criando um fluxo da matriz para a membrana mitocondrial interna que, por
ser impermedvel a protons, impede o retorno destes a matriz, criando-se um gradiente
eletroquimico (AW). Trabalhos realizados por Chen e colaboradores (2003) e Zmijewski e
colaboradores (2005) demonstraram que geracdo de ERO pela cadeia de transporte de elétrons

mitocondrial se dd nos complexos I, II e III (Figura 16).
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As ERO geradas pelas mitocondrias tém sido implicadas em muitos processos
degenerativos, incluindo envelhecimento e morte celular necrética ou apoptética (GREEN;
REED, 1998; KOWALTOWSKI; VERCESI, 1999; LEMASTERS et al., 1998; ZAMZAMI et
al., 1996).

Figura 17 — Geracdo de ERO na mitocondria (KOWALTOWSKI et al., 2001).

Além das mitocondrias, as ERO também podem ser geradas por enzimas da classe das
oxirredutases, em especial as oxidases, no citoplasma ou na membrana (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). O alvo celular (proteina, lipideo, carboidrato e/ou DNA) estd
relacionado com o sitio de formagdo (ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997).

O fendmeno de isquemia e reperfusdo também € um importante fator no processo de
producdo de ERO. Este fendmeno pode ocorrer durante eventos de apnéia e/ou apds um
trauma ou durante o exercicio fisico, onde a circulagdo sanguinea € desviada para o musculo
em atividade, enquanto outros tecidos podem sofrer uma hip6xia tempordria que, apds o
exercicio, recebem uma grande quantidade de oxigénio, o que pode favorecer a formacgdo de

ERO (FINALD; LAC; FILAIRE, 2006). A Xantina desidrogenase, XDH (EC 1.17.1.4),
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enzima importante na conversao de purinas degradadas em dcido urico, participa do processo.
Nos tecidos em hipdxia, por ocasido da isquemia, devido a descompartimentalizacdo do célcio
(Ca®") intracelular, ocorre ativacdo de proteases, as quais convertem a xantina desidrogenase
em xantina oxidase, XO (EC 1.17.3.2) (Figura 18), que na presenca de xantina ou hipoxantina,

ocorre a reducdo do oxigénio a O, ', H,0, e HO® (FINALD; LAC; FILAIRE, 2006).
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SOD
0, > H,0,

H,0, +Fe? — HO’

Figura 18 — Sintese intracelular de ERO derivadas da agao catalitica da xantina oxidase (GALLEY et al., 1995).

3.2 Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN)

Em meio biolégico as diferentes ERN (Tabela 04) formam-se rapidamente a partir do
momento que a hemeproteina da familia citocromo P450-like, chamada de 6xido nitrico
sintase (NOS) torna-se cataliticamente ativa (MACMICKING et al., 1997). A NOS € a enzima
responsdvel pela producdo endégena de 6xido nitrico (Figura 19), através da oxida¢do de uma

molécula de L-arginina em 6xido nitrico e L-citrulina (MACMICKING et al., 1997). NOS sao
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dependentes de O,, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade. Até o
momento, foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas constitutivas em
determinadas células e uma induzivel, recebendo as siglas respectivas de cNOS e iNOS. Todas
as trés isoenzimas sdo semelhantes estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e
induzidas a partir de genes localizados nos cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma II) e 17
(isoforma IIT) (WANG; MARDSEN, 1995; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). A NOS
tipo constitutiva apresenta baixa atividade, estd presente no endotélio vascular e sistema
nervoso central e produz baixas quantidades de 6xido nitrico (NO®), que atua como molécula

sinalizadora; a tipo indutiva possui alta atividade e € produzida por fagécitos quando estes sao

estimulados (BABIOR, 2000).
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Figura 19 — Sintese de 6xido nitrico via oxidac¢do da L-arginina, catalisada pela NOS (adaptada de FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

Tabela 4 — Classificagdo e nomenclatura das espécies reativas derivadas do
nitrogénio (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Espécies Reativas do Nitrogénio (ERN)

Radicais livres Nao Radicais
Oxido Nitrico (NO®) Acido Nitroso (HNO,)
Diéxido e Nitrogénio (NO,") Cition Nitroxil (NO")

Anion Nitroxil (NO")

Triéxido de Dinitrogénio (N,O3)
Teréxido de Dinitrogénio (N3Oy)
Peroxinitrito (ONOO)

Acido Peroxinitrito (ONOOH)
Ciétion Nitril (NO,")
Peroxinitrito Axil (ROONO)
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3.2.1 Oxido nitrico (NO°®) e derivados

O 6xido nitrico (NO") ou monéxido de nitrogénio é um radical gasoso lipossolivel e
hidrossoldvel, apresenta uma meia vida de 1 a 10 segundos, ¢ uma ERN que, em meio aquoso,
reage com o oxigénio para formar outras espécies reativas (MACMICKING et al., 1997;
VANNUCHI et al.,1998). E um radical abundante que age em varios processos biolégicos,
tais como relaxamento muscular, neurotransmissdo e regulacdo imune (FLORA FILHO;
ZILBERSTEIN, 2000). Originalmente identificado como fator relaxante derivado do endotélio
(endothelium-derived relaxing factor — EDRF) € um potente vasodilatador, envolvido na
regulacdo da pressdo arterial (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; VASCONCELOS et
al., 2007).

O NO’ ndo € suficientemente reativo para atacar membranas € o DNA diretamente. O
perdxinitrito (OONQO"), produto formado pela reacdo entre o O,” e o NO', é um potente
oxidante, com propriedades similares ao radical hidroxil, e reage com fon H" formando
ONOOH que se decompde em HO' e radical diéxido de nitrogénio (NO;") (Equagdes 8), esse
ultimo, por sua vez, pode sofrer reacdes secunddrias formando agentes capazes de nitrar
aminodcidos, aromdticos, a exemplo da tirosina gerando nitrotirosina e as bases do DNA, em
particular a guanina, na qual o produto principal € a 8-nitroguanina (EISERICH et al., 1996;
HALLIWELL, 2000).

2NO® + 0, —» ZNOZ. (8)

0," + NO' —» ONOO
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3.2.2 Acido hipocloroso (HOCI)

O HOCI ¢ uma espécie nado radicalar, podendo ser considerado como o mais abundante
oxidante gerado por leucécitos do sangue (LAPENNA E CUCCURULLO, 1996). O HOCI ¢é
um oxidante extremamente forte e além de atacar biomoléculas de importancia fisioldgica, tais
como tidis, tioéteres, aminas, fendis, compostos insaturados, complexos de ferro, aminodcidos,
proteinas, nucleotideos e ascorbato, sendo mais seletivo que o radical hidroxil (WEISS, 1989;
HALLIWELL; GUTTERIDGE,1989; EATON,1993; VELLOSA, 2005; VASCONCELOS et
al., 2007). E capaz de gerar outras ERO, tais como, oxigénio singlete e radical hidroxil
(Equacdo 9) via sua reacdo com peréxido de hidrogénio e anion superdxido, respectivamente
(WEISS, 1989; LAPENNA; CUCCURULLO, 1996; VELLOSA, 2005; VASCONCELOS et
al., 2007).

HOCl + 0, — HO*+Cl + O, 9)

O HOCI apresenta agdes adversas como: i) protetora do organismo, a medida que
participa do processo de destruicdo de microrganismos, mas, a0 mesmo tempo, ii) agressor aos
tecidos, pois nem as células de mamiferos nem as de bactérias podem detoxicar-se do HOCl
por via catalitica, visto que estdo ausentes defesas enzimdticas contra oxidantes clorados

(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).

O HOCI € formado pela oxidagdo de ions cloreto, catalisada pela mieloperoxidase (MPO,
presente em fagdcitos) em presenca de peroxido de hidrogé€nio, como esquematizado na

Figura 20 (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996; HAMPTON et al., 1998; VELLOSA, 2005).
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3.3 Radicais livres sintéticos utilizados nos ensaios de atividade antioxidante

3.3.1 Radical DPPH’

As metodologias mais comuns para se determinar a atividade antioxidante de modo
prético, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical croméforo, simulando as ERO,
como o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) um dos mais utilizados (ARNAO;
CANO; ACOSTA., 2000). O radical livrie DPPH" é um croméforo muito estdvel, com um pico
de absor¢do em 517 nm, em meio etandlico, apresentando coloracdo violeta intensa (BLOIS,
1958; ARNAO; CANO; ACOSTA., 2000). A medida que o DPPH sofre reducio pelos
componentes presentes nas amostras (antioxidante), observa-se mudanca da coloracdo da
solucdo original de violeta intensa para amarela, proporcional a concentracio do composto
com potencial antioxidante em teste, com monitoramento pela diminuicdo de absorbancia a
517 nm (BLOIS, 1958). Na Figura 21 estd ilustrada a reacdo do radical DPPH antes e apds sua
reducdo pela quercetina (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007)

Figura 21- Estrutura do DPPH antes e apds reagdo com antioxidante (quercetina); (http://qnint.sbq.org.br/qni/).
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3.3.2 Cation radical ABTS"®

Uma opgdo relativamente econdmica e pratica para avaliar a atividade antioxidante sao
via captura do radical 4cido 2,2’-azinobis(3-eilbenzotiazolinico-6-sulfonico), (ABTS®*)
(MILLER; RICE-EVANS, 1997), indicado para ensaios de compostos coloridos, como o caso
das antocianinas, por apresentar absor¢cao maxima proxima a regido do infravermelho (734nm)
reduzindo possibilidade de interferéncia de compostos coloridos que absorvem na regido do
visivel (TSUDA et al., 1994). O composto cromégeno ABTS apresenta coloracdo clara de azul
esverdeado com méximo de absor¢cdo a 342 nm, € solivel em dgua e quimicamente estavel

(ANTOLOVICH et al., 2002).

O radical ABTS®* (Figura 22) pode ser gerado através de uma reag¢do quimica do ABTS
com persulfato de potdssio (K,S,0s), por eletroquimica, pela acdo das peroxidases e
mioglobina, passando a apresentar coloracido verde esmeralda escuro, com absor¢do em 414,
645, 734 e 815 nm (RE et al, 1999; ROBARDS et al., 1999; VAN DER BERG et al., 1999;
SELLAPPAN et al., 2002). A forma radicalar do ABTS sofre acdo redutora de composos
antioxidante permanecendo na forma incolor. Este efeito pode ser observado
espectrofotometricamente pelo decréscimo da absorvincia a 735 nm, sendo um método
utilizadopara determinar a atividade antioxidante de compostos com natureza hidrofilica e
lipofilica (PELLEGRINI et al., 1998; RE et al., 1999; KUSKOSKI et al., 2005; HALLIWELL
et al., 2007).
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Figura 22 — Oxidacio do ABTS pelo K;S,04(PELLEGRINI et al., 1998).

3.3.3 Radical AAPH

Um sistema quimico bastante utilizado para simular um processo oxidativo e, dessa
forma, avaliar o potencial antioxidantes in vitro € a termélise do azo composto 2,2 -azobis-(2-
amidinopropano) (AAPH). Trata-se de um azo composto soluvel em dgua ¢ amplamente
utilizado como um gerador ndo enzimatico de radicais livres quando submetido & termdlise
(Figura 23). A sua decomposicio leva a liberagio do gés nitrogénio (N;) e formacéo de
radicais livres centrado em carbono, o 2-amidinopropil {C-radical). Estes radicais, por sua vez,
reagem instantaneamente com o oxigénio dissolvido no meio de reacido levando a producio de

radicais peroxila (ROOe), (TANG; LIU, 2008; LIEGEOIS et al, 2000).

A incubacfio de AAPH com eritrécitos a 37°C provoca sua hemdlise de forma lenta e
dependente da concentracdo deste gerador de radicais peroxila. Com esse principio, a técnica
de AAPH tem sido utilizada como um meio de simular um processo de lipoperoxidaciio da
membrana celular associade 4 ERQO (BANERIJEE et al, 2008; LIEGEOIS et al, 2000; NIKI,
1990).
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Figura 23 — Termdlise do 2,2'-azobis(2-amidinopropano), APPH, e geracdo de radicais peroxilas (AOOH) e
lipidicos (L*) , (adaptado de PRYOR et al, 1993).

3.4 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo um grupo de compostos que, se presentes em concentracdes ideais
em relacdo aos substratos oxiddveis, inibem ou atrasam significativamente 0s processos
oxidativos, retardando e/ou previnindo a oxida¢do de biomoléculas e assim os processos de
reacdo em cadeia (AL-MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al., 2001; CHANWITHEESUK
et al., 2005; WU et al., 2005; LIMA et al., 2006), e consequentemente previnir e/ou reparar os
danos ocasionados as células pelas ERO (CHANWITHEESUK et al., 2005).

Em funcdo dos possiveis problemas com o consumo de antioxidantes sintéticos, as
pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com atividade
antioxidante. A utilizacdo de compostos naturais antioxidantes ou mesmo sintéticos

encontrados na dieta € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que tem sido
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empregado nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na medicina, sendo que
muitas vezes os proprios medicamentos aumentam a geracdo intracelular desses radicais
(DOROSHOW, 1983; WEIIL et al.,1997; SOARES, 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Os compostos com nucleo fendlico, como tocoferol, flavonoides e dcidos fendlicos se
destacam por atuarem como eficientes captadores de ERO, além de reduzirem ou quelarem
fons férrico que catalisam a peroxidagdo lipidica (AL-MAMARY et al., 2002; NAHAR;
SARKER, 2005; DELAZAR et al., 2006).

Segundo Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes atuam em diferentes niveis na
protecdo dos organismos: impedindo a formag¢do dos radicais livres - principalmente pela
inibicdo das reacOes em cadeia promovidas pelo ferro ou cobre, interceptando os radicais

livres gerados pelo metabolismo celular ou de fontes exdgenas.

Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase que reagem com oxidantes e protegem as células e os tecidos
do estresse oxidativo (TRABER, 1997). Em adic@o aos efeitos protetores dos antioxidantes
endogenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de grande importancia assim como o
consumo de frutas e vegetais estd relacionado com a diminuic¢io do risco do desenvolvimento
de doencas associadas ao acimulo de radicais livres (POMPELLA, 1997). A eficicia da a¢do
antioxidante dos componentes bioativos naturais depende de sua estrutura e da sua
concentracdo nos alimentos. Por sua vez, o teor destes composts em vegetais € influenciado
por fatores genéticos e ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre

outros (MELO et al., 2006).

3.4.1 Antioxidantes presentes no organismo
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3.4.1.1 Superoéxido Dismutase (SOD)

A SOD (EC 1.15.1.1), catalisa a dismuta¢do do O, ', convertendo-o em oxigénio e
peréxido de hidrogénio. A decomposi¢do do O, " ocorre espontaneamente porém, por ser uma
reacdo de segunda ordem, necessita da colisdo entre duas moléculas de O,", de forma que hd
necessidade de maior concentragdo do O, . A presenca da enzima SOD favorece essa
dismutacdo tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a necessidade e colisdo entre
moléculas. A acdo desta enzima permite a dismutagio do O, mesmo em baixas
concentracdes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu** e Zn*
como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade ndo € afetada pelo estresse
oxidativo. A segunda contém Mn** como centro redox, ocorre na mitocdndria e sua atividade

aumenta com o estresse oxidativo (BABIOR, 2000).

3.4.1.2 Catalase (CAT)

A CAT (EC 1.11.1.6) € uma hemeproteina citoplasmadtica que catalisa a redu¢do do H,O,
aH,OeO,. E encontrada no sangue, medula éssea, mucosas, rim e figado (MAYES, 1990).
Sua atividade € dependente de NADPH (SCOTT et al, 1991). A suplementacdo de CAT
exdgena previne a oxidacdo da GSH mediada pelo H,O,, em eritrécitos, e também inibe as
lesdes oxidativas do DNA devido a sobrecarga de Fe'* (ARUOMA et al., 1989). Em modelo
de estresse oxidativo decorrente de agressdo térmica, os eritrocitos exibem diminui¢do da
atividade da catalase durante o processo hemolitico termodependente (HATHERILL et

al.,1991).
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3.4.1.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px (EC 1.11.1.9) catalisa a redu¢do do peréxido de H,O, e peréxidos organicos
para seus correspondentes alcodis as custas da conversdo da glutationa reduzida (GSH) a sua
forma oxidada (GSSG) (HERSHKO, 1989; ROVER JUNIOR et al., 2001; BARREIROS ;
DAVID; DAVID, 2006) , como mostra a Figura 31. Embora a GSH-Px tenha acdo
fundamentalmente citosélica, in vitro ela € capaz de reduzir hidroper6xidos de membrana
(HEBBEL, 1986). Em modelo de hemocromatose experimental, Galleno e Puntarulo (1994)

demonstraram redugdo de 36% na atividade da GSHPx em figado de ratos.

3.4.1.4 Glutationa Redutase (GSH-Rd)

Ap6s exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a GSSG (HERSHKO,
1989) (Figura 32). A recuperacdo da GSH ¢ feita pela enzima GSH-Rd (EC 1.8.1.7), uma
etapa essencial para manter integro o sistema de protecdo celular (GILBERT; MC LEAN,
1990; ROVER JUNIOR et al, 2001; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELOS et al, 2007). Habitualmente, a reserva intracelular de GSH-Rd ¢é alta e
somente uma grave deficiéncia desta enzima resultard em sinais clinicos (FRISCHER;
AHMAD, 1987). A GSH-Rd é uma flavoproteina dependente da nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da
via das pentoses (ROSS; MOLDEUS, 1991). Sob condic¢des de diminuicao do fornecimento
de NADPH, como no jejum e na deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD, EC
1.1.1.49), ha prejuizo da fun¢do da GSH-Rd (SHAN et al, 1990).

3.4.1.5 Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa reduzida (GSH, L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina), Figura 24, presente na

maioria das células, é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (HEBBEL,1986;



47

FERREIRA; MATSUBARA, 1997; ROVER JUNIOR et al., 2001; BARREIROS ; DAVID;
DAVID, 2006; VASCONCELOS et al, 2007). Sua capacidade redutora é determinada pelo
grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante
da exposicdo a agentes como fons ferro, oxigénio hiperbdrico, ozonio e radiacdo (luz
ultravioleta). Além disto, diminui a suscetibilidade a lesdo renal decorrente da isquemia e
reperfusdo; atua como transportadora e reservatério da cisteina e participa da detoxificacio de
agentes quimicos e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidacdo. Ainda, é requerida para a
sintese de DNA, de proteinas e de algumas prostaglandinas (FERREIRA; MATSUBARA,
1997).
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Figura 24 — interconversao da glutationa nas suas formas reduzidas (GSH) e oxidada (GSSG) pela agdo das
enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd) (adaptacdo de ROVER
JUNIOR et al., 2001).
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O 4cido ascorbico, vitamina C, possui férmula quimica C¢HgOg, é comumente encontrado

em nosso organismo na forma de ascorbato. Por ser muito solivel em dgua, estd localizado

nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos. O ascorbato desempenha papéis

metabodlicos fundamentais no organismo humano, atuando como agente redutor, reduzindo

. .~ . 3 2 L. . .
metais de transicdo (em particular Fe™* e Cu™) presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas

formas livres no organismo (HALLIWELL, 1999; BARREIROS ; DAVID; DAVID, 2006).

O acido ascorbico (I) é uma cetolactona de seis carbonos, sendo um potente agente

redutor que se oxida facilmente e de modo reversivel a dcido dehidroascorbico (II) que possui

ainda propriedades de vitamina C. A atividade bioldgica da vitamina C se perde quando o

dcido dehidroascorbico se transforma, pela quebra do anel lactonico, em d&cido 2,3-

dicetogulénico (III), (SILVA et al, 1995; BARREIROS ; DAVID; DAVID, 2006), como

observado na Figura 25.
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Figura 25 — Mecanismo de conversdo do dcido ascérbico em dcido dehidroascérbico.

A transformagdo de 4cido ascorbico (I) em dehidroascérbico (II) e em produtos

subseqiientes varia com as condicdes existentes, sendo o fator de maior influéncia a pressao

parcial do oxigénio, o pH, temperatura e radicais livres (RL"), como mostra a Figura 26

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Figura 26 — Oxidagdo do 4cido ascérbico a dehidroascérbico na redugdo de radicais livres (baseado de
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O ascorbato possui também a propriedade pré-oxidante onde indiretamente, na presenga
de ferro livre, pode induzir a geracdo de radicais livres. Porém, em fun¢do do ferro estar
complexado as proteinas, em situacdo normal, as propriedades antioxidantes do ascorbato
suplantam suas propriedades pré-oxidantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Ascorbato pode atuar contra a peroxidacdo de lipidios de duas maneiras: no plasma
sanguineo, atuando na prevencdo através da reacdo com as ERO e ERN presentes, ou na
restauracdo doando hidrogénio ao radical lipidico, propagador da peroxidagdo lipidica. Por
outro lado, nas membranas celulares ele atua em parceria com o a-tocoferol. O radical livre
normalmente abstrai um préton do carbono metilénico alilico, e o radical lipidio formado
rapidamente adiciona oxigénio tripleto gerando o radical lipidio-peroxila. Nesta etapa, o
tocoferol age doando um hidrogénio para esse radical formando o lipidio-hidroperéxido e o
radical tocoferoxila O ascorbato na interface da membrana celular regenera o tocoferol doando
um hidrogénio, transformando-se em semidesidroascorbato (Figura 27) (MAY, 1998;

HALLIWELL, 1999; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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associada a doengas degenerativas, como cancer e doengas cardiacas (BARREIRO; DAVID;

DAVID, 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

[3- carotenc
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Figura 28 — Hidrdlise do caroteno em retinol (VASCONCELOS et al., 2007)

3.4.1.8 Coenzima Qq

A coenzima Q10 € uma ubiquinona lipossolivel que possui uma longa cadeia isoprendide
lateral. A ubiquinona € o unico lipidio endogenamente sintetizado que apresenta fung¢do redox

(DEVLIN, 1992; LEHNINGER et al., 1993; VASCONCELOS et al., 2007).

Sua forma reduzida ubiquinol-10 (CoQH>), ocorre predominantemente no coragdo, rins €
figado e a forma oxidada ubiquinona (CoQ10) €é abundante no cérebro e intestino
(VASCONCELOS et al., 2007). A principal fun¢do da ubiquinona acontece na membrana
mitocondrial interna, onde participa da cadeia de transporte de elétrons e translocacdo de
prétons H' na mitocondria, juntamente com os citocromos e as desidrogenases mitocondriais.
As desidrogenases oxidam os NADH, NADPH e FADH, e transferem prétons e elétrons para
a ubiquinona, convertendo-a em ubiquinol. Este por sua vez transfere prétons para a matriz

mitocondrial e elétrons para os citocromos. Dessa forma, citocromos reduzem o O, para H,O
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com esses elétrons e protons da matriz. Todo esse processo € indispensavel para producdo de

ATP (DEVLIN, 1992; LEHNINGER et al., 1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Outra importante fun¢do da ubiquinona € a regeneracdo do tocoferol na membrana
mitocondrial, onde exerce a mesma funcdo regenerativa que o ascorbato exerce na membrana
celular. O ubiquinol doa um hidrogénio radicalar para o radical tocoferil, gerando ubiquinona
semiquinona e oa-tocoferol. O prosseguimento dessa reagdo gera ubiquinona e regenera mais
uma molécula de a-tocoferol (Figura 29) (VASCONCELOS et al., 2007, HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Figura 29 — Regeneracao do tocoferol pelo ubiquinol (BARREIROS ; DAVID; DAVID, 2006).

A ubiquinona apresenta propriedades de desativacdo do O, " (pois este ap6s ser gerado na
mitocondria € imediatamente oxidado pela ubiquinona formando O, e a forma reduzida
ubiquinol). As insaturagdes presentes na cadeia lateral da ubiquinona e ubiquinol participam
na desativacdo do oxigénio singleto 'O,. Uma dltima atividade relevante da ubiquinona na
mitocdndria é a reducdo do nitrito (NO,) a 6xido nitrico (NO®), que é um agente bioregulador

(VASCONCELOS et al., 2007).
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3.4.1.9 Acido drico

O 4cido trico € a principal forma de excrecdo de nitrogénio de répteis e de aves. Nos
mamiferos, é produto secundério de excrecdo, derivado do metabolismo das bases purinicas
(adenina e guanina). Na maioria dos tecidos organicos encontra-se na forma de anion urato

(DEVLIN, 1992; LEHNINGER et al., 1993; HENRY, 2002).

Nos anos 80 foi demonstrado que € um antioxidante efetivo nos sistemas bioldgicos,
capaz de proteger o DNA e lipidios de ERO e ERN. A alta polaridade do 4cido urico restringe
sua atividade ao meio aquoso. A sua concentragdo nos compartimentos aquosos do organismo
encontra-se muito préxima do limite de solubilidade (300 pM). Individuos com aterosclerose
podem apresentar nivel elevado de dcido urico no sangue, que € indicativo da existéncia de um
mecanismo compensatorio encontrado pelo organismo para controlar o estresse oxidativo

(NIETO et al., 2000).

No mecanismo antioxidante do urato ha formacdo do radical urato estabilizado (Figura
30). Devido ao baixo pKa=3,1 do radical urato, esse se encontra na forma de anion radical
urato, o que facilita a doacdo de um préton em conjunto com o elétron (BARREIROS;

DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELQOS et al., 2007).

OH OH o
| \>*O t\ 0 =— JI\ 0° Ly
H0)§N N HO/IQN Tf>7 HO)%N Tf>7
H RL- H H

Urato Radical urato Anion radical urato

Figura 30 — Mecanismo antioxidante dos uratos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006)

O urato reage rapidamente com o radical hidroxila (HO"), porém é inerte as espécies
superéxido (HOO™), anion superéxido (O, ), oxigénio ingleto (102), peréxidos organicos

(ROOH) e peréxido de hidrogénio (H,O,). Sua reagdo mais importante € com os radicais
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peroxila (ROO¢) e NO," (gerando NO,"), sendo estas as bases do seu efeito antioxidante e
protetor de DNA e lipidios. O urato € capaz de recuperar estruturas ja atacadas que se
tornaram radicais livres através da doacdo de um elétron e um préton. Ele também ¢é
responsavel pela estabilizagdo do ascorbato no plasma sanguineo, inibindo a rea¢do de Fenton
através de sua capacidade de quelar fons metélicos como Fe™, Fe*?, Cu™ e Cu* (Figura 31). O
anion radical urato pode ser regenerado a urato pelo ascorbato, gerando semidesidroascorbato

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007).
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Figura 31 — Ac@o quelante de metais pelos uratos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006)

O é4cido trico apresenta atividade antioxidante significativa e sua concentracdo no
plasma € maior que a de outros antioxidantes, como vitaminas C e E (VASCONCELOS et al.,

2007).

3.5 [Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo (EO) corresponde a um desequilibrio entre moléculas oxidantes e
antioxidantes que resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais livres (SIES, 1993).
Ocorre quando a produc¢do de ERO e/ou ERN estdo aceleradas ou quando os mecanismos
envolvidos na protecdo contra estas espécies encontram-se deteriorados (GIASSON et al.,

2002). Predisposicdo genética, fatores ambientais como radiacio UV e as propriedades
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intrinsecas especificas de grupos celulares podem exacerbar o dano oxidativo ou diminuir a

capacidade das células de se defender destes agentes agressores (GIASSON et al., 2002).

A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado frequentemente é acompanhada do
aumento da defesa antioxidante enzimdtica, mas a produ¢cdo de uma grande quantidade de
radicais livres pode causar danos e morte celular (ANDERSON, 1996). A peroxidacdo lipidica
¢ a principal consequéncia do estresse oxidativo e resultando em, dano as membranas e
aumento da fluidez da mesma, comprometimento da sua integridade e inativacdo das
interagdes entre membrana/receptor ou membrana/enzima. Ocorrendo na membrana celular, a
oxidacdo de lipidios interfere no transporte ativo e passivo normal e ainda pode ocasionar a
ruptura desta, levando a morte celular. A oxidagdo de lipideos no sangue (principalmente a
LDL) facilita o acumulo desses lipidios na parede dos vasos, com consequente aterosclerose,

trombose, infarto ou acidente vascular cerebral (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

Postula-se que as doencgas degenerativas cronicas como aterosclerose, diabetes melito,
cancer, envelhecimento celular precoce e patologias como mal de Alzheimer e mal de
Parkinson, estejam relacionadas com o estresse oxidativo (SORG, 2004; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

Evidéncias indicam que o estresse oxidativo estd relacionado com a oxidacdo lipidica,
protéica e do DNA, responséveis pelas complicacdes mais tardias do diabetes (ROSEN et al.,
2001; BROWNLEE, 2001). Para além desta capacidade de infligir dano macromolecular, as
ERO podem funcionar como moléculas sinalizadoras que ativam varios processos bioquimicos
sensiveis ao estresse tendo, por exemplo, como consequéncia a insulinoresisténcia e/ou a

diminuicao da secrecdo de insulina (EVANS et al., 2003).

Entende-se que individuos portadores da Sindrome de Down possuem maiores
susceptibilidades ao estresse oxidativo (AGUIAR-da-SILVA; MORAES; MORAES, 2003). A
Sindrome de Down, doenca cromossdmica que apresenta trissomia do cromossomo 21,
apresenta a regido 21g22, onde se localiza o gene que codifica a super6xido dismutase-
1(SOD-1). A cépia extra do gene da superéxido dismutase-1 (SOD-1) confere aos portadores
da Sindrome de Down uma atividade da enzima aumentada em 50% em diferentes tipos de
células — eritrécitos, leucdcitos, plaquetas e fibroblastos. Isto proporcionaria um quadro de

agressdo enddgena constante, dada a aceleracdo da reacdo de formacdo de perdxido de
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hidrogénio (H,0,) e pelo desequilibrio entre a atividade da SOD-1 e glutationa peroxidase
(GSH-Px) (YIM, CHOCK, STADTMAN, 1990; GRONER et al., 1994), com a conseqiiente
oxidacdo dos grupos sulfidrilas e peroxidacdo dos lipidios insaturados causando danos
celulares (WOLF; GARNER; DEAN, 1986) Estes pacientes trissdmicos possuem algumas
caracteristicas como envelhecimento precoce, dano cerebral e modificacdes bioquimicas que
sdo secunddrias ao dano oxidativo intracelular, o que tem sido atribuido ao desequilibrio

genético-bioquimico.

3.6 Enzimas como ferramentas para o estudo antioxidante

3.6.1 Peroxidases

As peroxidases sdo enzimas que oxidam varios substratos utilizando perdxido de
hidrogénio Omo co-substrato (SAUNDERS, 1973). A enzima nativa contém um grupamento
heme, geralmente ferroprotoporfirina IX, com quatro nitrogénios pirrdlicos ligados ao Fe(III).
A quinta posicdo de coordenacdo na por¢ao proximal do heme estd ocupada por um residuo de
histidina. A sexta posi¢do de coordenagdo permanece livre na enzima nativa na por¢do distal
do heme (O’BRIEN, 2000). Peroxidases sao encontradas tanto em animais como em vegetais,
sugerindo que tais enzimas devam ser uma parte essencial de todos os seres vivos
(BRUNETTI; FARIA-OLIVEIRA, 1995). As peroxidases de plantas, como a peroxidase de
raiz forte, “horseradish peroxidase” (HRP, EC 1.11.1.7), consistem de cadeias polipeptidicas
contendo cerca de 300 residuos de aminoacidos (42,1 KDa de massa molecular) e o heme
ligado ndo covalentemente(O’BRIEN, 2000). A HRP € provavelmente, a peroxidase mais
estudada e pode ser facilmente extraida da planta “rdbano silvestre ou raiz forte”, da qual
provém seu nome. As peroxidases de mamiferos sdo muito maiores (576-738 aminodcidos) e

apresentam o grupamento heme ligado covalentemente (O’BRIEN, 2000).

O mecanismo pelo qual a HRP age na oxidacdo de seus substratos ocorre com uma

interagdo inicial da enzima nativa (pico miximo de absorbancia em 403nm) com perdxido de
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hidrogénio promovendo alteragdo conformacional na enzima de tal forma a expor o sitio ativo
e originando o composto I (HRP I), o que pode imediatamente interagir com um substrato
redutor gerando a enzima na forma de composto II — HRP II (pico maximo de absorbancia em
420 nm) e capaz de converter uma outra molécula do substrato em produto e retornar a forma
nativa (O’BRIEN, 2000). A oxida¢dao de xenobidticos (XOH) por peroxidases pode ser
representada pelo ciclo de reacdes a seguir (DUNFORD, 1991):

Peroxidase + H,O, — Composto I + H,O
Composto I + XOH — Composto II + XO

Composto IT + XOH — Peroxidase + XO + H,0O

Berglund e colaboradores deduziam que a HRP apresenta cinco estados de oxidagdo,

como ilustrados na Figura 32.

Figura 32 — Mecanismo catalitico da horseradish peroxidase (BERGLUND et al, 2002)
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A familia de peroxidases humanas inclui a mieloperoxidase (MPO), peroxidase
eosinofilica (EPO), lactoperoxidase (LPO), peroxidase salivar (SPO), peroxidase da tiredide
(TPO) e a prostaglandina endoperdxido sintase (PGHS). A histidina distal das peroxidases de
mamiferos age como um catalisador do tipo dcido/bdsico auxiliando a desprotonacdo do
hidroper6xido e a protonacdo da 4dgua apds a clivagem da ligacdo “oxigé€nio-oxigénio”

(O’BRIEN, 2000).

A MPO (E.C. 1.11.1.7) é uma proteina catidonica em pH fisioldgico e, portanto, capaz de
se ligar a estruturas bioldgicas anidnicas, tais como fosfolipideos de membranas celulares, o
que em conjunto com sua propriedade de catalisar a geracdo de HOCI pode favorecer a injiria
celular (WEISS, 1989; HAMPTON et al., 1998). Assim em especial, o mecanismo de reagcao
da MPO envolve a reacdo da forma férrica (MP03+) com H,O; para formar um intermedidrio
redox — composto I, o qual oxida fon cloreto produzindo acido hipocloroso (HOCI) (ou SCN',
formado tiocianato, ‘OSCN). Substratos redutores (RH) reduziriam o composto II e inibiriam a
produgdo de HOCI a ndo ser que Oy ou outra molécula do substrato redutor esteja presente

para reciclar a enzima (HAMPTON et al., 1998), como observado Figura 33.

HOCI ou OSCN Clou SCN-
MP>* H.0, » Composto |
RH
o
R.
MP**0, Composto I

Figura 33 — Ciclos conheidos para MPO (HAMPTON et al., 1998).
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A MPO jé foi encontrada em lesdes de aterosclerose humana (DAUGHERTY et al.,
1994), sugerindo uma possivel participacdo de oxidantes clorados nos processos aterogénicos
(LAPENNA E CUCCURULLO, 1996). Neste contexto, o HOCI pode modificar lipoproteinas
de baixa densidade para uma forma mais aterogénica, aparentemente como resultado da
oxidacdo de residuos de lisina da apoproteina B-100 (HAZEL; STOCKER, 1993; HAZEL et
al., 1994).0 desenvolvimento de substincias farmacologicamente capazes de antagonizar o
HOCI, como sugerem alguns autores sobre alguns farmacos antinflamatérios (WASIL et al.,
1987), rifampicina e tetraciclina (WASIL et al., 1988) e captopril (ARUOMA et al., 1991),
podem ajudar no combate a injdria tecidual (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). A captura
farmacoldgica do HOCI sera terapeuticamente significativo se, na concentragdo do fairmaco in
vivo, a reagdo com o dcido hipocloroso for rdpida o bastante para proteger as moléculas-alvo

biologicamente importantes do seu ataque (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).
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4 Objetivos

Considerando o crescente uso de produtos naturais na terap€utica, a participacdo da

mieloperoxidase (MPO) em processos patoldgicos e os resultados promissores alcangados em

estudos anteriores foi proposta deste trabalho o estudo do extrato bruto de M. nigra e de

fracdes apds parti¢do (com diferentes compostos fendlicos e flavonoides).

No estudo do extrato e fragdes buscou-se:

i)

iv)

V)

vi)

vii)

Estudar a acdo antioxidante dos extratos e fracdes, tracando um perfil de acdo

supressora sobre diferentes ERRO, determinando os valores de ICs;

Verificar a acdo dos extratos e fracdes em ensaios enzimdticos cinéticos com

horseradish peroxidase (HRP).

Avaliar o potencial citoprotetor e/ou citotoxico em eritrécitos humanos, na
presenca do extrato e das fracOes, observando seu papel hemolitico ou anti-

hemolitico.

Verificar o potencial antimicrobiano do extrato bruto e fracdes sobre as cepas

bacterianas e flingicas.

Realizar a particdo e purificagdo por cromatografia em coluna e por CLAE-

preparativa das FAcOEt, FBuOH e FAq.

Identificar por RMN os compostos fitoquimicos isolados e elucidar suas estruturas

moleculares.

Deduzir as provaveis correlacdes entre os compostos fitoquimicos isolados e

identificados com as atividades antioxidantes apresentadas nas fracdes de M. nigra.
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5.1 Material vegetal
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As folhas de M. nigra L. foram coletadas no Campus da UNESP de Araraquara — SP (21°
48’ 51,427 S e 48° 12°0,6” W), durante os meses de setembro a outubro de 2009.

A exsicata de M. nigra L. (Anexo 01) encontra-se depositada no Herbario Rioclarense do

Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Rio Claro, sob o nimero 51999 e supervisiao

do Prof. Dr. Julio Ant6nio Lombardi.

5.2 Reagentes e Solventes

Os solventes e reagentes utilizados no presente trabalho estdo apresentados a seguir:

Etanol (Merck)

Hexano (Merck)

DPPH (Sigma)

Acetato de etila (Merck)
n-butanol (Merck)

Quercetina (Sigma)

Acido Gilico (Sigma)

Metanol (Merck)

DMSO (Sigma)

Reagente Folin-Ciocalteau (Sigma)
Carbonato de s6dio 4% (Merck)
Cloreto de aluminio 10% (Merck)
Acetato de sédio 1,0 M (Merck)

TMB (Sigma)

ABTS (Sigma)
Persulfato de potassio (Merck)

NADH (Sigma)

Fosfato monobdésico e dibdsico de
potassio (Merck)

Pirofosfato de sédio (Merck)

PMS (Sigma)

NBT (Sigma)

MOPS

Caldo Miiller Hinton (Difco)

Agar Sabouraud (Difco)

Salina (NaCl) (Synth)
Ciprofloxacino

Fluconazol

Caldo RPMI-1640 com L-
glutamina sem bicarbonato de
sédio

Glicose (Synth)
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Solventes utilizados no fracionamento e identificacdo dos compostos:

e Solventes comerciais BRENTAGLA, SINTH, VETEC, LABSYNTH e outros
destilados na sala de destilacio do Departamento de Quimica da UFSCar para

obtencdo de extratos e fracionamento dos mesmos.
e Solventes grau HPLC da JTB.

e Solventes deuterados da ALDRICH CHEMICAL COMPANY, ACROS ORGANICS,
CIL - CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES, Inc. para obtencdo de espectros de
RMN.

5.3 Preparo do extrato hidroalcoélico de Morus nigra L.

A técnica de extracdo por maceragdo utilizou etanol a 70° GL como solvente extrator por
apresentar uma boa matriz para a extracdo de fenodis e polifendis e devido a sua propriedade
antimicrobiana nesta concentracdo (COSTA, 2002; SIMOES et al., 2007) o que se mostra

interessante ja que se empregou um tempo prolongado de extrag@o.

As folhas de M. nigra L. foram secas em estufa a 40 °C e trituradas em moinho de facas.
Uma massa de 400 g de folhas secas e trituradas foi submetida a extracdo com 4 L de solvente
extrator etanol/dgua 70° GL durante um periodo de 72 horas, sob temperatura ambiente e
abrigo da luz. O processo de maceracao e filtracdo do sobrenadante foi realizado em quatro
etapas (M1, M2, M3 e M4) e ap6s 72 horas de maceracdo foi retirado apenas o solvente,
mantendo-se a mesma massa de folhas, substituindo o solvente a cada 72 h (maceragdo

exaustiva) e sendo os extratos reunidos, conforme fluxograma apresentado na Figura 34.



65

Figura 34 - Fluxograma da obtenc@o do extrato hidroalcodlico de folhas de Morus nigra L. por maceracao.

5.4 Obtencao do extrato bruto etandlico seco

A solucdo extrativa etandlica, obtida na maceracdo, foi concentrada em evaporador
rotativo MA 120 (Marconi®) a temperatura maxima de 40° C até a maxima retirada do etanol.
O concentrado aquoso obtido foi liofilizado e seco em estufa a 37° C para a obten¢do do

extrato bruto etandlico seco (EBEtOH).
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5.5 Fracionamento do extrato bruto etanélico (EBEtOH)

O EBEtOH seco (81,3 g) foi dissolvido em 500 mL dgua deionizada e fracionado por
particdo liquido-liquido, com igual volume de solventes extratores de polaridade crescente,
inicialmente com hexano (Hex), seguido de acetato de etila (AcOEt) e finalizado com n-
butanol (BuOH). Cada solvente extrator foi adicionado em volume igual ao da solucdo
aquosa, até a observacao da fase sobrenadante apresentar aspecto claro. Apds cada parti¢cdo, as
fases correspondentes foram concentradas em evaporador rotativo, fornecendo as fracdes
hexénica (FHex), acetato de etila (FAcOEt), n-butandlica (FBuOH) e aquosa final (FAQ).
Estas fragdes foram submetidas a pressdo de N, até a mdxima secura possivel, e finalizada a

completa secagem em estufa a 37° C. A Figura 35 mostra o fluxograma da particdo.

Extrato Bruto Etandlico /H,0O
(EBEtOH)

Hexano (Hex)

| | Secagem
Fragdo Aquosa

§ d FragaoHexanica

(FHex)

Acetato de Etila (AcOEt)
Secagem Fragdo Aquosa
Fragao Acetato
(FAcOEY)
n-Butanol (BuOH)
Secagem Secagem
Fragéo Butandlica Fragdo Aquosa
(FBUOH) (FAq)

Figura 35 — Fluxograma da particdo do extrato bruto etanélico de folhas de Morus nigra L.
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5.6 Separacao cromatografica e purificacao dos compostos fenélicos

Com o intuito de purificar e identificar os metabdlitos secunddrios majoritdrios presentes
nas fracdes das folhas de M. nigra utilizou-se as técnicas de cromatografia em coluna (CC),
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e
para a elucidacdo molecular dos compostos isolados, utilizou-se a técnicas de Ressonincia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN). Esses procedimentos s6 foram possivel gracas a

parceria realizada com a equipe de pesquisa do prof. Dr. Jodo Batista Fernandes (UFSCar).

5.6.1 Cromatografia em Camada Delgada — CCD

As fracdes FAcOEt, FBuOH e FAq foram submetidas a Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), visando uma andlise para atividade antioxidante e fitoquimica preliminar.
Para estes procedimentos foram utilizados placas de silica Gel 60 F,s4 (Merck) (0,25 mm)
como fase estaciondria, e como eluentes, misturas de diferentes proporcdes com os solventes

hexano, cloroférmio, acetona, acetato de etila e metanol.

Para revelacio das cromatoplacas, foram utilizados reveladores especificos como solucao
metandlica de DPPH a 0,2 mg/mL, para determinacdo da atividade antioxidante (CAVIN et
al., 1998; CERUKS et al., 2007) e revelacdio com luz Ultra-Violeta (254 e 365 nm) para
detectar ligacdes duplas conjugadas (UGAZ, 1994).

5.7 Cromatografia, purificacio e identificacao das subfracoes isoladas de M.

nigra.

Ap6s elui¢des em cromatografia liquida em coluna com Sephadex LH-20 e Silica C-18, as
fracdes foram avaliadas por CCD e reunidas e acordo com a semelhanca antirradicalar ao

DPPH. Sob a CCD, foi pulverizada solu¢do metandlica do radical DPPH e a atividade



68

antioxidante foi verificada através do aparecimento de manchas amarelas sob o fundo violeta,

de acordo com a literatura (BONDET et al., 1997; CAVIN et al., 1998; CERUSK et al., 2007).

5.7.1 Cromatografia em coluna da FAcOET

A FAcOEt pés particio apresentou elevado teor de clorofila, que inviabilizavam o
reconhecimento das bandas na CCD. Por este motivo, utilizamos uma cromatografia em
coluna com silica gel C18 (60 A°, 40 um, Sobent Technologies), utilizando-se como fases
moveis solventes orginicos de polaridade decrescente: MeOH/H,O (1:1), MeOH puro,
MeOH/Acetona (1:1) ¢ com acetona pura. As elui¢des cromatograficas (30 ml) foram
coletadas e apds secagem em capela, foram realizadas CCD para o agrupamento das
subfracdes de forma qualitativa (visual) mediante a mobilidade cromatogrificas das bandas,
observadas pela a fluorescéncia a 254 e 365 nm, além da atividade supressora do radical
DPPH. De acordo com essas propriedades, obtivemos seis subfracdes, mas somente duas
subfracdes, denominadas FAcOFEt-1 e FAcOEt-2 apresentaram atividade na CCD, conforme a
Figura 36, que ilustra o fluxograma da cromatografia. As subfragdes FAcOEt-3, FAcOEt-4,
FAcOEt-5 e FAcOEt-6 nfio apresentaram atividade frente supressdo do radical DPPH em
CCD.

FACOEt
I CC/Silica-c18
I I I I
FACOEt-1 FACOEt-2 FACOER-3 FACOEt-4 FACOEt-5 FACOEt-6

Figura 36 — Fluxograma da cromatografia em coluna com Silica C18 para retirada da clorofila da FAcOEL.
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As subfracoes FAcOEt-1 e a FAcOEt-2 foram novamente submetidas a uma
cromatografia em coluna, utilizando Sephadex LH-20, onde obtivemos, mediante as reunides e
identificacdo por UV e DPPH em CCD, as subfragdes: para a FAcOEt-1 seis subfragdes
denominadas ( FAcl.l, FAcl.2, FAcl.3, FAcl.4, FAcl.5, FAcl.6) e para a FAcOEt-2,
obtivemos trés subfracdes (FAc2.1, FAc2.2 e FAc2.3). As subfragdes FAcl.1 e FAc2.1 nao
apresentaram atividade de supressio do radical DPPH em CCD, sendo excluidas dos

processos de purificacao.

As subfracdes FAcl.2, FAc1.3 e a FAc2.2 foram reunidas formando uma tnica subfragao
denominada FAc-1. As subfracdes FAcl.4, FAcl.5 e FAc2.3, também foram reunidas em uma

tnica subfracdo denominada FAc-2.

Tanto as subfragdes FAc-1, quanto a FAc-2, foram precipitadas com MeOH puro,
centrifugadas e separados os sobrenadantes dos precipitados. Esse procedimento foi realizado
para a retirada de carboidratos insoliveis no MeOH. O sobrenadante e o precipitado das

subfra¢des foram identificados como FAc-1 e FAC-2, precip-FAc-1 e precip-FAc-2.

As subfracoes FAc-1 e FAc-2 foram submetidas a CLAE-preparativa C18. Inicialmente
foi passado pelo CLAE a subfra¢do FAc-2, obtendo dois picos, denominados FAc-2.1 e FAc-
2.2. Logo em seguida foi passado a subfracdo FAc-1 onde foi possivel isolar e coletar 4 picos,
denominados FAc-1.1, FAc-1.2, FAc-1.3 e FAc-1.4, sendo que o ultimo pico refere-se a
limpeza da coluna com MeOH puro para a retirada de algum composto adsorvido na C18.

Todos os picos isolados foram submetidos a andlise por RMN.

O fluxograma das cromatografias realizadas com a fracio FAcOEt estdo ilustrados na

Figura 37.
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FACOEt

Cromatografia de coluna
FE=Silica C18
FM = MetOH/H,0 {1:1}

FACOEt-1 FAcOEt-2 |

Cromatografia de coluna
FE=Sephadex LH20
FM = MetOH/H,0 (9:1)

FAC2.1 FAC2.2 FAC2.3

FAC1.1 FAC1.2 FAC1.3 FACl4 FACl5 FACL6

Precipitagio
’ com MetOH
I Precipitacdo I CLAE ptoTTTeTTTTT
com MetOH Coluna C18 preparativa i P
Precipitado FM = MetOH/ACN/H,O {4:1:5) Precipitado
FAC1 FAT: 1 com 0,1% de é[:idozacéﬁca. FA|C2 FAC2
RMIN lFAtil.l FA(il.Z FACil.S FACiA | a2 Fac2o | RwN
RMN RMN RMN RMN RMN RMN

Figura 37 — Fluxograma das cromatografias realizadas com a fragdo FAcOEt.

5.7.2 Cromatografia em coluna da FbuOH

A massa da FBuOH (3,0 g) foi dividida em duas partes (com 1,5 g cada) e assim
denominamos FBuOH-1 e FBuOH-2 para cada parte submetida a cromatografia em coluna

com Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech AB), para uma purificacdo parcial.

A fracdo FBuOH-1, apds reunido dos frascos que apresentavam semelhancas de
mobilidade em CCD (frente a fluorescéncia a 265 e 365 nm, além da atividade supressora do
radical DPPH), obtivemos cinco subfra¢des, denominadas FBuOH-1.1, FBuOH-1.2, FBuOH-
1.3, FBuOH-1.4 e FBuOH-1.5.

A fracdo FBuOH-2, nas mesmas condic¢des da anterior, foi possivel obter seis subfracgdes,

nomeadas FBuOH-2.1, FBuOH-2.2, FBuOH-2.3, FBuOH-2.4, FBuOH-2.5, FBuOH-2.6 ¢
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FBuOH-2.7. As subfragdes FBuOH-1.1 e FBuOH-2.7 ndo apresentaram supressdo do radical

DPPH em CCD, sendo excluidas dos processos de purificagao.
A Figura 38 ilustra o fluxograma da cromatografia em Sephadex LH-20 da FBuOH.

Foram reunidas as subfracdes de FBuOH-1 e FBuOH-2, formando uma unica subfragao,
FBuOH, com massa de 0,05933 g, sendo novamente submetida a cromatografia em coluna
com silica Gel Flech (fase normal, 70 - 230 mesh e 230 — 400 mesh) da Merck, com fase
movel CCl,H,/AcOEt (4:6) e obtida seis subfracdoes: FBuOH-1, FBuOH-2, FBuOH-3,
FBuOH-4, FBuOH-5 E FBuOH-6.

FBuOH-1

Cromatografia de coluna
FE=Sephadex LH20
FM = MetOH/H,0 (9:1

12345573910111213|1415|1s|171s||192021 22 23 24 25 26 27 28 29
| |
| | | |

FBuOH-1.1 FBuOH-1.2 | FBuOH-1.4 FBuOH-1.5

FBuOH-1.3

FBUOH-2

Cromatografia de coluna
FE=Sephadex LH20
FM = MetOH/H,0 (9:1

12345678510111213 14151617 18 19 20 21 2223242526272829‘

| [ Il I I
| | | | | '

FBUOH-2.1 FBUOH-2.2 FBUOH-2.4 FBuOH-2.5  FBUOH-2.6 FBuOH-2.7

FBuOH-2.3

Figura 38 — Fluxograma das cromatografias em Sephadex LH-20 da fracio FBuOH

As subfracdoes FBuOH-3, FBuOH-4, FBuOH-5 ndo apresentaram atividade frente a UV e

nem ao DPPH, sendo descartadas do ensaios subseqiientes.

As subfracdes FBuOH-1 e FBuOH-2, por estarem praticamente purificadas, quando

observadas ela CCD, foram submetidas a andlise por RMN.
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A subfracio FBuOH-6 por apresentar varias bandas na CCD, foi submetida a CLAE-
preparativa para purificacdo e separacdo de seus picos cromatograficos. Com essa técnica foi

possivel isolar trés picos, denominados FBuOH-6.1, FBuOH-6.2 ¢ FBuOH-6.3. Todos esses

picos foram secos e analisados por RMN.

Na Figura 39 € possivel observar o fluxograma da cromatografia com Silica Gel Flech e

por CLAE-preparativa, realizadas com a fracio FBuOH.

FBUOH

Cromatografia de coluna
FE= Silica gel Flech
FM = CCl,H,/AcOE (4:6)

FBuOH1 FBuOHZ? FBuOH3 FBuOH4  FBUuOHS FBuOH6

! CLAE
l {descartadas] Coluna C18 preparativa
FM = MetOH/ACN/H,0 (4:1:5)
RMN RMN com 0,1% de acido acético.

FBuOH6.1 FBUOH6.2 FBuCOH6.3

l l l

RMN RMN RMN

Figura 39 - Fluxograma das cromatografias em Silica Gel Flech e CLAE-preparativa das subfragio FBuOH..

5.7.3 Cromatografia em coluna da FAq

Duas partes da FAq, denominadas FAql e FAq2 (contendo cada 1,5 g), foram submetidas

a cromatografia em coluna com Sephadex LH-20, conforme ilustrado pela Figura 40.

A FAql rendeu quatro subfracdes, FAq-1.1, FAq-1.2, FAg-1.3, e FAq-1.4. A FAQ2
rendeu duas subfracdes, a FAq-2.1 ¢ FAg-2.2. As subfracdes FAq-1.1, FAq-1.4 e FAg-2.1
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ndo apresentaram atividade de supressfo do radical DPPH em CCD, sendo descartadas do

processo de purificagio.

As subfracdes FAg-1.2 e FAg-1.3, juntamente com a FAg-2.2, foram reunidas e com a
adicdo de MeOH puro, com posterior centrifugacdo, foram separadas em FAq (sobrenadante)

e precipFAq, para a retirada de carboidratos precipitados.

A subfracio FAq foi submetida a CLLAE, em modo preparativo, obtendo cinco picos
cromatograficos: FAql, FAq2, FAq3, FAq4 e FAg-5. Estas duas tltimas se referem aos picos

obtidos apds a limpeza da coluna com MeOH.

Na Figura 41 & possivel observar o fluxograma da cromatografia por CLAE. Note que

todas as subfracdes foram submetidas & analise por RMN.

FAQ-1

Cromatografia de coluna
FE= Sephadex LH20
FM = MeOH/H,0 (9:1

12345673|9101112131415|

I
FAg-1.1 FAglz P13 FAgl4

FAG-2

Cromatografia de coluna
FE= Sephadex LH20
FM = MeOH/H,0 (5:1

1 23 456 78 5 10
l J |—|—|
[

FAg2.1 Fg-2.2

Figura 40 — Fluxograma da cromatografia em Sephadex LLH-20 com a fracdo FAq
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FAqQ
| Precipitagao com MetOH
|
Precipitado CLAE (C18 preparativa)
FA FM = MetOH/ACN/H,0
q {4:1:5) com 0,1% de &cido
acético.
FAgQ-1 FAqg-2 Fag-3
RMN RMN RMN

Figura 41 — Fluxograma da cromatografia em CLAE-preparativa com a FAq

5.7.4 Separacao por CLAE da FAcOEt e FAq

A partir das fracoes FACOEt e FAq foram possiveis isolar picos cromatograficos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), modo preparativo, utilizando coluna C18
preparativa (250 x 4,6 mm), e com elui¢do isocratica MeOH/ACN/H,0 (4:1:5) com 0,1% de
acido acético. O equipamento utilizado foi um cromatégrafo Shimadzu LC-10A com vélvula
de reciclo, injetor Rheodyne 7123 com loop de 400 pL e detector UV/VIS Shimadzu SPD-
10AV (Amax de 256 e 364 nm).
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5.8 Identificacao de metabélitos secundarios das folhas de M. nigra por RMN.

Para a identificagdo dos metabdlitos secunddrios presentes nas subfracdes de M. nigra,
obtidas apés cromatografia e por CLAE, foi realizado andlises por RMN de 'H, *C ¢ RMN-
2D como o Heteronuclear Single Quantum Coherence (lH—13C HSQC; 1JC_H: correlacdo
heteronucleares 'H x *C a curta distancia), Heteronuclear Multiple Blond Coherence (lH-BC
HMBC; 2’3JC_H: correlagdo heteronucleares 'H x BC a longa distancia) e Correlated
SpectroscopY ('"H-'H COSY: correlagdes homonucleares 'Hx'H). Os espectros foram
registrados em espectrometro Bruker, modelo DRX-400, em 400 MHz para RMN 'H e 100
MHz para RMN "C (Departamento de Quimica da UFScar). As amostras foram solubilizadas
em solventes DMSO-dg, MeOD, CDCI; e D,O. Como refeéncia interna foi utilizado o sinal do

tetrametilsilano (TMYS).

5.9 Analise Fitoquimica

5.9.1 Preparo das solucoes padrao de fendis e flavonoides

A solugdo padrdo de quercetina e a de 4cido gdlico utilizadas como padrdes nos testes
antioxidantes foram preparadas em metanol nas concentragdes de 5 mg/mL, pesando-se 0,025

g e diluindo em q.s.p. 5 mL final com etanol 70%.

5.9.2 Preparo das solucoes teste do extrato e fracoes

Para realizacdo dos ensaios de atividade antioxidante foi utilizado o extrato bruto

etandlico (EBEtOH) e as fracdes hexanica (FHex), acetato (FAcOEt), butandlica (FBuOH) e
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aquosa (FAq). Os extratos e fracOes foram preparados inicialmente na concentracdo 5 mg/mL
em etanol 70% (para as fracdes EBEtOH, FAcOEt, FBuOH e FAq) e 5% de dimetilsulféxido
— DMSO (para FHex).

5.9.3 Anailise quantitativa de fenoéis totais

Um dos métodos mais empregados para determinacdo dos compostos fendlicos utiliza o
Reagente de Folin Ciocaulteau. Este reagente consiste na mistura dos dcidos fosfomolibidico
e fosfotingstico, sendo que o molibdénio encontra-se oxidado (cor amarela). Na presenca de
agentes redutores como os compostos fendlicos, sdo formados complexos molibdénio-
tungsténio (cor azul). O numero de grupos hidroxilas (ou grupos oxiddveis) determina a
quantidade de cor formada (IKAWA et al., 2003; MEDA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009;
ANGELO; JORGE, 2007). Na Figura 42 estd indicando o processo de oxi-reduc¢do entre

compostos fenolicos e o complexo molibdénio-tungsténio.

Figura 42 - Reacdo do 4cido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocaulteau

(SINGLETON et al., 1999).
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A concentracdo de fenois totais (FT) dos extratos foi determinada como descrito por
JAYAPRAKASHA e colaboradores (2001). O procedimento foi realizado em microplaca de
96 pocos. Um volume de 0,025 mL da solugdo teste diluido em dgua destilada na propor¢ao
1:100 foi misturado com 0,125 mL do reagente Folin-Ciocalteau também diluido em 4gua
destilada (propor¢@o de 1:10). Apds 5 minutos, adicionou-se a mistura 0,1 mL de solucdo de
carbonato de s6dio 4% (m/v) e a microplaca foi mantida no escuro a temperatura ambiente por
60 minutos. Decorrido o tempo, a absorvancia foi determinada a 735 nm, utilizando

espectrofotdmetro de microplaca Biotek® (modelo Power Wave XS2).

O teor de fendis totais foi determinado por interpolagdo da absorbancia das amostras na
curva analitica construida com padrao de 4cido gélico. Para a elaboracdo da curva analitica
(Figura 43), foi utilizado o 4cido gédlico nas concentracdes de 5,0 a 50,0 pg/mL diluido em
metanol. As concentragcdes de fendis totais nas amostras foram obtidas a partir da equagdo da
reta (y = a + b.x) e os valores foram expressos em pg/mL de equivalentes de dcido gélico.
Para a determinacio do rendimento, depois das devidas conversdes, o teor de fendis totais foi

expresso em miligramas equivalentes de dcido galico/grama da fracao.

0,35-
0,30-
E 0,254
g 4
~ i
~ 0,201 Y=A+B*X
‘O
C .
g 0,15 _ A 0,05606
5 B 0,00542
3 0,10 ;
= ] R 0,99961
0,05-
0,00 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Acido Galico [ug/mL]

Figura 43 - Curva analitica de 4cido gdlico para determinacdo de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau.
Leitura da DO a 735 nm (n = 3).
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5.9.4 Anailise quantitativa de flavonoides totais

A técnica de quantificacdo de flavonoides por complexacdo com ions aluninio é
frequentemente empregada (Farmacopéia Brasileira,1988; WOISKY; SALATINO, 1998;
CHANG et al., 2002). O método se baseia no fato do cloreto de aluminio em solucao alcodlica
se complexar com os flavonoides formando um croméforo amarelo que apresenta absor¢do
méaxima a 415-425 nm (MARCUCCI et al., 1998; WOISKY; SALATINO, 1998). Na Figura
44 estd apresentado, como exemplo, a complexacdo do flavonoide quercetina com {fons

aluminio.

Figura 44— Formac@o do croméforo flavonéide-aluminio (MARCUCCI et al., 1998).

A dosagem de flavonoides totais dos extratos de M. nigra foi determinada utilizando o
método colorimétrico do cloreto de aluminio, descrito por Chang e colaboradores (2002), com

algumas modificagdes.

A um volume de 0,500 mL de solucido teste diluida em etanol 99% na propor¢ao de 1:100,
foi adicionado 0,250 mL de solucdo de cloreto de aluminio 10% em etanol e 0,250 mL de
solucdo de acetato de s6dio 1,0 M em etanol. Apds incubacdo por 30 minutos a temperatura
ambiente, a absorbancia da mistura de reacdo foi determinada a 425 nm contra um branco de
0,250 mL de acetato de sédio, 0,500 mL do extrato diluido 1:100 e 0,250 mL de etanol 99%.

Foi construida a curva analitica com quercetina nas concentragdes de 0,5 a 10,0 pg/mL
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(Figura 45). A concentracdo de flavonoides totais foi calculada utilizando a equacgdo da reta X
= ((y-a)/b)*100, onde x foi expresso em ug/mL equivalente em quercetina. Cada
determinacdo foi realizada em triplicata. Para a determinacdo do rendimento, depois das
devidas conversoes, o teor de flavonoides totais foi expresso em miligramas equivalentes de

acido gélico/grama da fragdo.

0,35-
0,30+
E 0,251
8 J
T 0,20 Linear Regression:
o ]
£ 0,15- Y=A+B*X
S i
2 0,10 A -0,00468
< ] B 34,73627
0,05- R 0,9996
0,00

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
Quercetina [mg/mL]

Figura 45 - Curva analitica de quercetina para determinacdo de flavonoides totais pér complexagdo com
aluninio Leitura da DO a 425 nm (n = 3).

5.10 Atividade antioxidante do extrato bruto e fracoes de M. nigra.

Para expressar a atividade antioxidante, relacionamos a quantidade de extrato e fragdes de
M. nigra (ug/mL) necessaria para decrescer a concentracdo inicial do agente oxidante em

50%, denominada concentracao inibitdria 50% (ICs).
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5.10.1 Atividade antioxidante total sobre radical ABTS"*

O ensaio de supressdo do radical ABTS foi realizado segundo Pellegrini e colaboradores

(1999), com algumas modificacdes.

Em microplacas de 96 pocos, adicionou-se 0,25 mL da solucio de ABTS radical
(preparado utilizando solucao de ABTS a 0,007 mol/L e persulfato de potassio a 0,051 mol/L).
Utilizou-se solugdes teste diluidas na propor¢do de 1:10 em etanol, variando o volume de
0,005 a 0,050 mL. O volume final de 0,3 mL foi ajustado com solucao tampdo fosfato de
potassio 50 mM e pH 7.,4. Apés incubacdo por 15 minutos, a leitura da microplaca foi
realizada a 734 nm, utilizando o espectrofotdmetro de microplaca Biotek® (modelo Power

Wave XS2). Cada determinagdo foi realizada em triplicata.

A quantidade de antioxidante necessdria para decrescer a concentracdo inicial ABTS
radical em 50% € denominada concentracdo inibitéria 50% (ICsp). A porcentagem de

supressdo do radical ABTS foi obtida pela seguinte equagao:

A.controle — (A.amostra — Abranco)

% supressdo = [ }xl 00

A.controle

Onde: A.controle ¢ a absorvancia inicial da solucio de ABTS e A.amostra ¢ a
absorvancia da mistura reacional (ABTS + amostra + Tampao). A.branco é absorvancia da

amostra sem ABTS (somente Tampao e amostra).

5.10.2 Atividade supressora sobre o radical DPPH’

Virios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas. O método mais utilizado consiste em avaliar a atividade supressora do

radical livre, 2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH’), de coloracdo pirpura e que absorve no
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comprimento de onda de 515 nm. Por a¢do de um antioxidante, o DPPH" € reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente decréscimo da absor¢do a 517

nm (BONDET; BRANDWILLIANS; BERSET, 1997).

Para este ensaio, utilizou-se solucdo teste diluida na propor¢ido de 1:10 em etanol com
volumes variando de 0,01 a 0,50 mL. A solucgdo, adicionou-se 0,09 mL de solucao de DPPH a
480 mol/L e o volume de 0,90 mL final foi completado com metanol. A leitura a 517 nm foi

realizada em espectrofotometro FENTO® (600 Plus).

A partir dos resultados obtidos, determinou-se a porcentagem de atividade supressora do
radical DPPH’ remanescente no meio reacional, ou seja, que ndo foi consumida pelo
antioxidante supostamente presente na amostra (BRAND-WILLIANS et al., 1995;
SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

A quantidade de antioxidante necessdria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH
em 50% € denominada concentracdo inibitéria 50% (ICsp). A porcentagem de supressdo do

radical DPPH foi obtida pela seguinte equagao:

A.controle— (A.amostra— Abranco)

% sup ressdo = { }xl 00

A.controle

z

Onde: A controle é a absorvancia inicial da solu¢io de DPPH e A amostra é a
absorvancia da mistura reacional (DPPH + amostra + Tampao). O branco € absorvancia da

amostra e tampao apenas.

5.10.3 Atividade supressora do acido hipocloroso (HOCI)

A atividade de supressdo de dcido hipocloroso (HOCI) foi determinada utilizando o
cromdgeno TMB (3,5,3’,5’-tetrametilbenzidina), proposto por Costa e colaboradores (2004).

O TMB ¢ oxidado pelo HOCI formando um croméforo de absor¢do maxima a 655 nm. O
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emprego de substancias supressora de HOCI impede a oxidacdo do TMB que € observada

pela ndo formagdo do cromoforo (Figura 46).

HyC CHy
-
HaC CH,
TMB reduzido + HOCl — TMB oxidado

Figura 46 - Oxidacdo do TMB por agentes oxidantes

As reacdes foram efetuadas em tampao fosfato de sédio 50 mM e pH 7,4 a 25°C. O ensaio
foi realizado em microplaca de 96 pocos, utilizando solugdo teste diluida na proporcdo de 1:10
em etanol 99% e em volumes variando de 0,0025 a 0,0400 mL, solu¢do de TMB a 7 mmol/L e
solucdo tampao fosfato de potdssio S0 mmol/L completando para 0,30 mL. A leitura a 655 nm
foi realizada em espectrofotometro de microplaca Biotek® (modelo Power Wave XS2). Cada

determinacao foi realizada em triplicata.

O célculo para determinacdo da porcentagem de supressdo de HOCI foi realizado de

acordo com a equacao:

% supressdo = {1 — M}xl 00

RT

Onde: A, = absorvancia a 655 nm do TMB + Tampao + Amostra (sem HOCI); Art =
absorvincia a 655 nm do TMB + HOCI (sem amostra); A, = absorvancia a 655 nm do TMB

+ HOCI + amostra.
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5.10.4 Atividade supressora do anion radical superoxido (O;")

A reacdo de formagdo do anion radical superéxido tem inicio com a adi¢do de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) a mistura de fenazina metassulfato (PMS) e azul
de nitrotetrazélio (NBT), com formacdo do anion radical superéxido. Em seguida, dois
radicais superdxido sdo capazes de doar um elétron cada para o NBT, que se reduz a
formazana monitorada em um comprimento de onda de 560 nm, em espectrofotdmetro visivel.
Quando algum antioxidante € adicionado ao meio, ele € capaz de competir com o NBT pelo
anion radical superoxido gerado, diminuindo, desta forma, a reducdo do NBT e,
consequentemente, a formacdo do cromoéforo formazana (OLIVEIRA, 2009; EWING;
JANERO, 1995).

O ensaio foi realizado em solug¢do de pirofosfato de sédio 25 mM e pH 8,3, segundo
Kakkar e colaboradores (1984). Este ensaio foi realizado em microplaca de 96 pocos,
utilizando solucdo teste diluida na propor¢do de 1:10 em etanol 99% e em volumes variando
de 0,05 a 0,05 mL, 0,031 mL de NADH 1560 mol/L, 0,02 mL de NBT 600 mol/L, 0,02 mL de
PMS 72 mol/L e solugdo tampao fosfato S0 mM e pH a 7,4 q.s.p 0,30 mL.

A intensidade de cor € diretamente proporcional a concentragdo do radical e foi
determinada a 560 nm utilizando espectrofotdmetro de microplaca Biotek® (modelo Power

Wave XS2). Cada determinagdo foi realizada em triplicata.

O cdlculo para a determinagdo do percentual de supressdao foi realizado pela seguinte

equagdo:

A, —(Aa - ba)JxlOO

C

% supressdo = [

Onde: Aa = absorvancia do anion superdxido + amostra; ba = branco da amostra;

A = absorvancia do controle (reagdo total sem amostra).
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5.10.5 Atividade supressora de oxido nitrico.

O efeito supressor das amostras em estudo sobre o 6xido nitrico foi determinado de
acordo com Yen e colaboradores (2001), em tampao fosfato 50 mM, pH 7,0 e nitroprussiato
de s6dio 25 mM. O NO presente em solugdo € revelado pela reacdo com o Reagente de Griess
formando um croméforo com pico de absorbancia em 570 nm, utilizando espectrofotdometro
de microplaca Biotek® (modelo Power Wave XS2). O cilculo para a determinacdo do

percentual de supressdo foi realizado pela seguinte equacao:

A, —(Aa - ba)JxlOO
C

% supressdo = [

Onde: Aa = absorvancia da reagdo + amostra; ba = branco da amostra;

A = absorvancia do controle (reagdo total sem amostra).

5.11 Estudo do potencial anti-hemolitico do extrato e fr¢oes de M. nigra sobre

eritrocitos humanos

5.11.1 Obtencao de eritrdcitos e determinacao da hemolise

Eritrécitos humanos foram obtidos de um tnico doador, aparentemente sauddvel, que nao
faziam uso de medicamentos e/ou suplementos vitaminicos que pudessem interferir no
estresse oxidativo. Esse trabalho foi submetido ao comité de ética da FCFAR/Unesp e
autorizada pelo protocolo CEP/FCF/CAr n° 19/2009. Foi preparada uma suspensdo final de
eritrocitos 5% em tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7.4 com NaCl a 150 mM, p.s.p. 3000
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uL, utilizando eritrécitos recém-colhidos com EDTA, e esta foi incubada com AAPH 25 mM
a 37°C com agitacdo constante 4 horas. O grau de hemdlise (%) foi determinado pela medida

da absorbancia a 514 nm (SIMAO et al., 2005; YANG et al., 2006).

A acdo hemolitica do extrato bruto e fracdes de M. nigra foi estudada pela liberacido de
hemoglobina das células (VISSERS et al.,1998), utilizando espectrofotdmetro de microplaca

Biotek® (modelo Power Wave XS2). Cada determinagao foi realizada em triplicata.

5.11.2 Protecao sobre dano provocado pelo radical AAPH em eritrécitos

A acdo dos compostos naturais sobre a hemdlise promovida pelo radical AAPH 25 mM
(YANG et al., 2006) em suspensdo de eritrocitos 5% (tampao fosfato de sédio 10 mM/NaCl
150 mM, pH 7.,4; 370C) foi avaliada pela liberacao de hemoglobina pelas células ap6s 3 horas

de incubacdo através das leituras das absorbancias em 414 nm.

5.11.3 Protecao sobre dano provocado pelo anion hipoclorito (OCI) em

eritrocitos.

A acgdo dos compostos naturais sobre a lise promovida pelo OCI 16,5 pM em suspensdo
de eritrdcitos 5% (tampao fosfato de s6dio 10 mM/NaCl 150 mM, pH 7,4; 37° C) foi avaliada
pela liberacdo de hemoglobina pelas células apds 3 horas de incubagdo através das leituras das

absorbancias em 414 nm.
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5.12 Avalia¢io da atividade antibacteriana e antifiingica do extrato bruto

etandlico das folhas de M. nigra e suas fracoes.

5.12.1 Preparo do indéculo

O in6culo de bactérias foi adaptado e padronizado segundo o documento do CLSI (2003 —
M7A6). Culturas foram obtidas através do repique em caldo Miiller Hinton (MH). Apés 24
horas, a cultura foi ressuspensa em salina até a obtencdo de turvacdo equivalente a escala 0,5
de Mac Farland (aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL) - confirmada em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 625 nm, cuja leitura de absorvancia deveria estar entre 0,08 e 0,10.

O in6culo dos fungos foi adaptado e padronizado segundo CLSI (2002-M27A2). A
cultura foi obtida apds repique em tubos com dgar Sabouraud e incubagdo a 30°C + 1°C. Apds
24 horas, uma alcada das leveduras foi suspensa em solu¢do de salina, sendo ajustada a
contagem de leveduras para 0,5 na escala de Mac Farland - confirmada em espectrofotometro
no comprimento de onda de 490 nm, cuja leitura de absorbancia deveria estar entre 0,08 e

0,10.

5.12.2 Agente antibacteriano e antiftiingico

O agente antibacteriano utilizado no teste foi o ciprofloxacino. A solu¢do do farmaco foi
preparada seguindo recomendagdes da CLSI (2003 — M7A6) com algumas modificacdes para
bactérias. Para o teste de microdiluicio, foram preparadas 10 concentracdes a serem utilizadas

no testes de microdilui¢do variando de 250 pg/mL a 0,49 pg/mL.

Para fungos, foi utilizado o antiftingico fluconazol preparado considerando sua poténcia,
seguindo recomendagdes do CLSI (M27-A2, 2002 e M38-A, 2002) com algumas
modificacdes para leveduras e fungos filamentosos, respectivamente. Para o teste de

microdiluicdo, a solucdo de fluconazol foi diluida para a obtencdo do gradiente com
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concentracdo de 32 a 0,06 ug/mL (CLSI M27-A2, 2002 e M38-A, 2002). A concentracdo do
extrato e fragdes de M. nigra variou de 0,50 a 250 pug/mL.

5.12.3 Verificacao da Atividade Antibacteriana e Antiftiingica do extrato
bruto etandélico e fracoes de folhas de M. nigra pelo método da

microdiluicao

A metodologia utilizada para bactérias aerdbias facultativas foi baseada no documento
CLSI M07-A6 (2003) com adaptacdes segundo Felmingham e Farrell (2006) e a metodologia
utilizada para leveduras foi baseada no documento M27-A2 (2002) e Scorzoni e colaboradores

(2007).

Em placa de 96 pogos com fundo chato, pipetou-se caldo Miiller Hinton (MH) (bactérias)
e caldo RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sodio acrescido de 2,0% de glicose
tamponado em MOPS 0,165 M (fungos) para cada poco utilizado, de acordo com o nimero de

dilui¢des realizadas (foram realizadas 10 diluicdes).

Na primeira coluna foram adicionados 200 uL de meio de cultura como controle negativo
(controle de esterilidade), na ultima coluna foi pipetado 100 uL de caldo contendo o micro-
organismo testado. A partir da segunda até a penultima coluna foram pipetados 150 uL de
caldo. Partiu-se do volume 50 puL do extrato e fracdes. O EBEtOH , FAcOET, FBuOH e FAq
foram dissolvidas em solucao hidroalcodlica com etanol 70° GL. As concentragdes finais dos

extratos testados variaram de 250 a 0,49 pg/mL.

Assim, a partir da segunda coluna foram realizadas diluicdes seriadas 1:2,
homogeneizando e transferindo 100 pL da primeira at€ a penultima coluna, de forma
subsequente, até obter as 10 diluicdes propostas. Apds a dilui¢do, foram pipetados 100 uL de
uma suspensao 10" UFC/mL de bactérias e fungos em cada poco, com exce¢do da primeira

coluna, de maneira que ao final o volume em cada poco foi de 200 pL.
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Ensaios prévios de controles, contendo apenas solventes nas concentracOes finais
empregadas nas diluigdes do extrato e fragdes, foram realizados nas mesmas condi¢des

laboratoriais e ndo foram observadas interferéncias nos ensaios.

A microplaca foi incubada em estufa a 37° C £ 1° C por 24 horas. Para esta metodologia
foram utilizados os seguintes micro-organismos: Staphylococcus aureus ATCC 26923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Salmonella sp. ATCC 19196, Escherichia coli ATCC 10536, Candida albicans ATCC 64548,
Candida krusei ATCC 6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Cryptococcus neoformans
ATCC 90012.

5.12.4 Determinaciao da Concentracao Bactericida e Fungicida Minima

(CBM/CFM) do extrato e fracoes de M. nigra.

A CBM/CFM foi pesquisada em todos os pocos da microplaca. Para cada poco foi
realizada uma subcultura transferindo-se, por meio de hastes estéreis, material de cada poco da
microplaca, para uma placa com dgar Miiller Hinton (bactérias) e dgar Sabouraud (fungos)
previamente demarcada. As placas foram incubadas em estufa a 37°C + 1°C por 24 horas.
Ap6s a incubagdo, as microplacas foram lidas espectrofotometricamente em leitor de Elisa a
490 nm e os resultados foram registrados. A CBM/CFM foi definida como a menor

concentracdo que apresentou inibicao do crescimento.

5.13 Cinética de oxidaciao do guaiacol pela HRP

Para os ensaios de cinética com HRP (KHALIL, 2002), a concentragdo da enzima em
solucdo foi determinada através de seu coeficiente de extin¢gdo molar em 403 nm (1,02 x 10°
Mm! Cm'l; OHLSON; PAUL, 1976). A cinética foi realizada em tampao fosfato de sédio 50
mM, pH 7.4, a 37°C, HRP 10 nM e guaiacol 0,5 a 5 mM). Para a cinética de inibi¢do da HRP,

as mesmas condicdes foram realizadas com e sem amostras (no valor do ICsy, previamente
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determinado, para o extrato bruto e fracdes de M. nigra). A reagdo foi iniciada com a adi¢do
de peréxido de hidrogénio (0,ImM) e monitorada em 470 nm por 1 minuto. Determinou-se a
velocidade de reacdo quando o tempo tende a zero (velocidade inicial - vp) na auséncia e na
presenga das amostras, utilizando o espectrofotdmetro OceanOptics USB 4000 com agitac¢do

magnética e termostatizacdo com peltier.

5.14 Analise Estatistica

Os gréficos dose-resposta foram construidos no programa Microcal Origin® 7.0 onde
buscou-se estabelecer os valores de concentragdo que promovessem 50% de inibicdo (ICsg)

das formas radicalares.

Nesse estudo, os estudos antioxidantes foram feitos em triplicatas e expressos como
média + desvio padrdo. Para comparacdo das médias, utilizou-se a andlise de varidncia
(ANOVA) e o teste de Tukey, através do software Sigma Start® 2.0. Adotou-se o nivel de

significdncia como p < 0,05.

5.15 Descarte de residuos

Os residuos gerados durante o estudo foram descartados de acordo com o planejamento de
gerenciamento de residuos organizado pela Coordenadoria de Andlises Clinicas e
Hemoterapias e pela Coordenadoria de Gerenciamento de Residuos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP de acordo com a RDC nimero 306 de 7 de dezembro
de 2004, a qual trata do Regulamento Técnico para o Gerenciamento de Residuos de Servigo
de Satde (BRASIL, 2004). Residuos quimicos ndo téxicos foram descartados na pia sob dgua
abundante. Os residuos quimicos tdxicos organicos foram tratados com hipoclorito e
descartados em recipientes inertes. Os residuos microbiolégicos foram esterilizados em
autoclave a 121° C por 45 minutos. Residuos quimicos téxicos foram armazenados em

recipientes de pldstico inertes.
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6 Resultados e Discussao
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6 Resultados e Discussao

6.1 Determinacio do solvete extrator e da melhor técnica extrativa

A seletividade quimica desejada para uma extracdo pode ser alcancada através do
solvente ou mistura de solventes eleitos para o processo. Uma simples variacio da
concentracdo do etanol utilizado como solvente confere diferentes valores de constantes
dielétricas alterando, portanto, o poder dissolvente para numerosas substincias. Desta forma,
escolhemos trabalhar com uma solu¢do extrativa hidroalcodlica com etanol 70° GL, que
apresentou excelente propriedade antimicrobiana e extrativa de compostos polares como o0s

fenolicos (p.ex. taninos e flavonoides).

A maceracdo foi escolhida apds a comparacdo dos resultados obtidos no ensaio de
rendimento em fendis totais pelas técnicas de maceracdo, turbdlise (turbo extracdo) e
percolagdo. O ensaio mostrou que o rendimento da maceracio foi semelhante as técnicas de
turbdlise e proxima a da percolacdo. A Figura 47 mostra o rendimento em mg/mL de fendis
totais pelas técnicas comparadas no ensaio. Na Tabela 05 estdo expostas as médias e desvios

padrdo obtidos.

0,16 o

0,14

0,124

0,104

0,08 4

0,06 o

0,04 o

Fenois Totais (mg/mL)

Técnicas Extrativas

Figura 47 — Determinacao de fendis totais das técnicas extrativas pelo método de Folin-Ciocalteau (média
desvio padrdo, n = 3) * p < 0,002 quando maceragdo comparado com percolagdo; ** p < 0,005
quando turbdlise comparado com percolagdo.
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Tabela 5 - Médias e desvios padrdo do rendimento em
fendis totais obtidos pelas diversas técnicas

extrativas
Extracao Média Desvio Padrao
(mg/mL) n=3)
Maceragao 0,156 0,003
Turbdlise 0,153 0,002
Percolacdo 0,139 0,003

Como € possivel observar, as técnicas de maceracdo e turbdlise mostraram-se
interessantes pela garantia do rendimento extrativo frente a percolagdo permitindo a obtengao
de uma grande massa. As massas extraidas nas duas técnicas sdo semelhantes, no entanto, a
maceragdo € um processo mais simples que a turbdlise, embora necessite de mais tempo para a

sua realizacdo.

6.2 Rendimento da extracao pela técnica de maceracao

Ao final da maceragdo, obtivemos 16 litros de solug@o extrativa, que apds secagem nos
forneceu uma massa de 106,31 g de extrato bruto etandlico seco (EBEtOH), o que representou

um rendimento de 26,58% em massa.

Nas Figuras 48 e 49 estdo representados os rendimentos de fendis totais e flavonoides
totais equivalentes aos 4 litros de solucdo extrativa, das quatro etapas da maceracdo, bem

como a do pool total de 16 litros.

Nas Tabelas 6 e 7 estdo expostas as médias e desvios padrdo obtidos durante a

determinacao dos teores de fendis e flavonoides totais, respectivamente.
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Figura 48 - Rendimento de fendis totais (Lg/mL equivalentes em acido gilico) determinada pelo método de
Folin-Ciocalteau durante cada etapa de maceracdo (média + desvio padrdo, n = 3)

* p< 0,05 quando 1M comparado as maceragdes 3M e 4M.

** p< 0,05 quando Pool Total comparado as maceragdes 1M, 2M e 4M.

Tabela 6 - Médias e desvios padrdo das determinagdes
de fendis totais obtidos durante as etapas de

maceragao
Extracio Média Desvio Padrio
(ng/mL) (n=3)
M 1689,583 43,898
2M 1889,583 73,355
3M 1464,583 28,867
4 M 1256,250 64,951

Pool Total 1575,000 33,072
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Figura 49 - Flavonoides totais (Lg/mL equivalentes em quercetina), determinada por complexa¢do com luninio,

das etapas de maceracgdo (média + desvio padrdo, n = 3)

* Todas as extracdes sdo estatisticamente diferentes com p < 0,001

Tabela 7 — Médias e desvios padrdo das determinacdes de

flavonoides totais obtidos durante as etapas
de maceragdo

Extracio Média Desvio Padrao
(ug/mL) n=3)
1M 502,917 0,000
2M 649,861 6,043
3iM 773,750 3,004
4M 465,139 4,739
Pool Total 609,583 1,102

6.3 Rendimento dos extratos apés a particao

A particdo realizada através da extracdo liquido/liquido, utilizando-se solventes de

polaridades crescentes, implica na dissolucdo e distribuicdo seletiva dos componentes
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presentes entre as fases compostas por dois solventes imisciveis. A concentra¢do de cada um

dos componentes nas fases estd relacionada com o coeficiente de particdo de cada substancia.

Foram reservados 25 g dos 106,31 g do EBEtOH para os ensaios relativos ao extrato
bruto. Foram dissolvidos 81,4 g em 500 mL de dgua destilada e submetidos a parti¢do
fracionada com os solventes hexano, acetato de etila e n-butanol. Apds particdo, obtivemos a
fracdo hexanica (FHex) com 3,26 g, equivalente a 4%; a fracdo acetato (FAcOEt) contendo
6,0 g (6%); a fracdo butandlica (FBuOH) com 4,86 g (6%) e a fracdo aquosa final (FAq) com
66,7 g (82%)

Segundo Simdes (2007), empregando-se o solvente hexano, hd extra¢do de substincias
lipidicas e pigmentos. Empregando-se o solvente acetato de etila, extraem-se
preferencialmente flavonoides e cumarinas simples. Na fracdo aquosa deve predominar as

saponinas e taninos € compostos com maior polaridade.

6.4 Determinacio de fenéis e flavonoides totais nas fracoes fendlicas

Visando determinar o rendimento em fendis e flavonoides totais nas fracdes obtidas apds
a parti¢do, obteve-se os graficos de fendis totais, expresso em Lg/mL equivalentes em acido
gélico — EqAG (Figura 50) e o grafico de flavonoides totais, expresso em pg/mL equivalentes

em quercetina — EqQ (Figura 51).

As fragdes FAcCOEt e FBuOH foram as que apresentaram maior teor de fendis totais, com
1777,78, 1975,308 e 1388,89 pg/mL EqAG, respectivamente. A fracdo Hex apresenta
vestigios de fendis, supostamente presente por contaminac¢do na separacdo da fase etérea. O
mesmo aconteceu com relacdo aos flavonoides ja que ndo se espera encontrar compostos
fendlicos e/ou flavonoides na fase hexanica devido a sua baixissima polaridade. A FAq
apresentou valores de fendis totais elevados, mas note que ndo necessariamente se trate de
fendis, pois acreditamos que essa fragdo seja rica em carboidrato. Essa légica torna-se
coerente quando analizamos a baixa concentragdo de flavonoides totais na amostra. Nas

Tabelas 8 e 9 estdo apresentadas as respectivas médias e desvios padrdo obtidos.



Fenois Totais (mg Eq.4cido galico/g extrato)
n
(oM
<

* 1% X
RIS
RS
s
% IS
% s
555 RIS
SRS RIS
RIS RIS
RI3IS BRI
SIS RIS
RS SIS *
S IS
s SIS
IS RIS
RIS s
Bossetesss e e el
RIS I
SRS I X% %
RIS S e 2
s RIS ERREEEIIII
I ISIIIIIES IR
IS SIS RIS
SIS s st st
BRI, SIS RIS
s IS IR
RIS RIS IS
RIS IS RIS
RIS SIS BRI
s IS RIS
RIS s IS
RIS s oot
eeees RIS RIS
s s RIS
s s IS
SR IS RIS
s s IS
LS oS LIS
I, s RS RIS
BRI 0 RIS
I IS
s 35 s
S RIS RIS
oo tsese0%s R SRRELRK:
o s e SIS
RIS RIS
s R
RIS RIS
B SIIIIIIS S EBIIIRS
oS RIS
RIS RIS
SRR RSB
s IS
BRI SRS
RN RIS
IR s sssteso
ISR, RIS
o5 ] RIS
% ] RS

EHex FACOEt FBUOH

Extratos e fragdes de Morus nigra L.

FAq

96

Figura 50 - Fendis totais (método de Folin-Ciocalteau ) expresso em miligramas equivalentes em acido galico

por grama das fra¢des de M. nigra L. (média * desvio padrio, n = 3).

*p < 0,001 quando FBuOH comparado com FHex, FAcOEt e FAq.

Tabela 8 - Médias e desvios padrdo das determinacdes
de fendis totais dos extratos pds-particdo

Fracao

Média Desvio Padrao

(pg/mL) m=3)

FHex
FAcOEt
FBuOH

FAq

10,667
358,133
395,000
277,333

3,607
1,847
5,568
3,607
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Figura 51 - Flavonoides totais (método de complexag@o com aluninio) expresso em miligramas equivalentes em
quercetina por grama das fragdes de M. nigra (média * desvio padrio, n = 3)

*p < 0,001 quando FBuOH comparado com FHex, FAcOEt e FAq.

Tabela 9 - Médias e desvios padrio das determinacdes
de flavonoides totais dos extratos pds-

parti¢do
Fracdo Média Desvio Padrio
(ug/mL) (n=3)
FHex 2,400 0,000
FAcOEt 53,867 0,924
FBuOH 65,600 2,117
FAq 4,533 0,924

O aluminio (Al3%), como cdtion, forma um anel de seis membros estivel com o
flavondide, complexando-se com a hidroxila em C-5 e o grupo carbonila em C-4 (WOISKY;
SALATINO, 1998; MARCUCCI et al., 1998; MEDA et al., 2005). Nessas condicdes, o
complexo flavondide-Al absorve mais intensamente e em comprimento de onda maior do que
o flavondide sem a presenga do agente complexante. Os acidos fendlicos, mesmo os que
formam complexos com AICl;, absorvem em comprimentos de onda muito inferiores,

evitando-se dessa maneira interferéncias nas medidas de absorbancia (LIANDA; CASTRO,



98

2008). Os complexos dos outros flavondis com aluminio absorvem bem préximo de 425 nm,
mas os complexos derivados de flavonas absorvem em comprimentos de onda inferiores, o
que causa uma subestimativa nas determinacdes de misturas muito ricas em flavonas

(LIANDA; CASTRO, 2008).

A maneira mais precisa e exata de se identificar e quantificar flavonoides em produtos
naturais € a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Porém, uma das
técnicas que se enquadra bem para a determina¢do de flavonoides totais € a espectrometria no
ultravioleta (MEDA et al., 2005). Duas bandas de absor¢do sdo caracteristicas dos
flavonoides; banda I, com médximo de absor¢do em 300-350 nm, presume-se ser resultado do
anel flavonico B e banda II, com maximo de absorcio em 250-285 nm, acredita-se ser

resultante do anel A (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997)

Flavonas, flavonois e flavondis glicosilados sdo usualmente detectados em comprimento
de onda de 270nm, 365nm ou 370nm, embora também detec¢des em 280 nm (CROZIER et
al., 1997; BROLIS et al,.1998; EWALD et al., 1999). O detector de arranjo de diodos é o mais
utilizado nas publicacdes acerca de flavonoides em que se usa CLAE como técnica analitica

(CROZIER et al., 1997).

6.5 Atividade antioxidante do extrato e fracoes de M. nigra.

Como descritos anteriormente, muitos fatores influenciam a atividade antioxidante dos
compostos de natureza fendlica, em especial a posicdo de substituicdo dos grupos hidroxila
(OH) no anel aromdtico de fenis e flavonoides, as propriedades de outros grupos substituintes
e a possibilidade de formagdo de ligagdes de hidrogénio e quelacdo com metais (BRAND-
WILLIANS et al., 1995; PANNALA et al. 2001; CHENG et al., 2002, 2003). Para os
favonoides em especial, algumas caracteristicas quimicas sdo de grande importancia apar sua
atividade antioxidante, como a posi¢do do grupo hidroxila no anel B, presenca de

dissubstitui¢do o-diidroxi no anel B e da dupla ligagao C2-C3, conjugada ao grupo 4-oxo (C4),
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e a presenca de grupo hidroxila na posi¢cdo 3 do anel heterociclico C (C3) contribui na

atividade antioxidante (PANNALA et al. 2001).

A evidéncia da atividade supressora da amostra foi determinada pelo cdlculo da
concentracdo inibitéria (ICsp) capaz de suprimir 50 % da forma radicalar no sistema €

inversamente proporcional ao valor numérico do ICs.

Os padroes acido galico e quercetina foram empregados como comparacido do potencial

supressor para fendis e flavonoides, respectivamente.

Como se trata de extrato bruto e fragdes de folhas de M. nigra, torna-se relevante salientar
que os ensaios aqui propostos ndao foram ralizados com subfra¢des purificadas. Nesse
contexto, os resultados aqui obtidos s@o baseados no perfil que apresenta maior potencial

supressor das formas radicalares ou oxidantes estudadas, ou seja, os menores ICso.

6.5.1 Determinacio do potencial supressor do radical ABTS"*

Os resultados obtidos nos ensaios de captura do ABTS'™, ilustrados na Figura 52,
demonstraram que o EBEtOH, FAcOEt e FBuOH apresentam boa atividade supressora do
radical (atividade antioxidante), quando comparados aos padrdes acido gilico (AG) e
quercetina (Q), com ICsy de 1,543, 5,283 e 5,997 ug/mL respectivamente, em relacdo aos
padrdes, na mesma matriz ( 0,349 pg/mL para o 4cido gdlico e de 0,444 pg/mL para a
quercetina). A FHex e FAq ndo apresentou boa atividade frente aos padrdes, com ICsy de
68,03 e 20,157 pg/mL, respectivamente. Na Tabela 10 estdo expostas as médias e desvios

padrdo obtidos nos ensaios.
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*p <0,001 quando acido gélico (AG) e quercetina (Q) comparado com EBEtOH, FHex, FAcOEt, FBuOH e

** p < 0,05 quando 4cido gilico (AG) comparado com quercetina (Q).

Tabela 10 - Médias e desvios padrido das determinacdes do
IC50 para o0 ABTS™ com extrato bruto e fragdes

FA

q.

de M. nigra.
Fracao Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)

Acido gilico 0,349 0,006
Quercetina 0,444 0,006
EBEtOH 1,543 0,051
FHex 68,037 0,029
FAcOEt 5,283 0,011
FBuOH 5,997 0,035
FAq 20,157 0,030
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6.5.2 Determinacao do potencial supressor do radical DPPH

Quanto a atividade supressora do radical DPPH, ilustrada na Figura 53, a fracdo que
apresentou menor valor de ICsy foi a FAcCOEt, com um ICsy de 35,95 ug/mL. Em segundo

plano destacou-se o EBEtOH e a FBuOH, com ICsy de 74,93 e 71,06 pg/mL, respectivamente.

250

200

150 +

100

IC,, supressao radical DPPH [ug/mL]

T T 1 T T T T T T T T 1
Q FBEtOH FHex FACOEtFBuOH FAq
Extrato e fragdes de Morus nigra L.

Figura 53 - Potencial de supressdo do radical DPPH pelo extrato bruto e fragdes obtidos de Morus nigra,
expressos em ICsy (média £ desvio padrdo, n = 3). * p < 0,002 quando acido gélico (AG)
comparado com quercetina, EBEtOH, FHex, FAcOEt, FBuOH e FAq.

Tabela 11 - Médias e desvios padrdo das determinacdes
do IC50 para o DPPH com extrato bruto e
fragdes de M. nigra.

Fracao Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)
Acido gilico 2,360 0,003
Quercetina 4,710 0,000
EBEtOH 74,930 1,064
FHex 230,470 0,000
FAcOEt 35,947 0,006
FBuOH 71,063 0,709

FAq 103,647 0,647
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O melhor desempenho demonstrado pela FAcOEt possivelmente se refere ao maior teor
de flavonoides, quando comparado com EBEtOH e FBuOH.(Figura 51, p. 97) Na Tabela 11

estdo expostas as médias e desvios padrao obtidos.

6.5.3 Atividade supressora do acido hipocloroso (HOCI)

Nos ensaios para a determinacdo da supressdao de HOCI, expostos na Figura 54, observa-
se que as FAcOEt e FBuOH foram as que apresentaram melhor desempenho como supressoras
de HOCI, indicado pelo ICsy de 3,440 e 4,380 ng/mL, respectivamente. Mesmo assim, estas
sdo inferiores ao padrdao quercetina, que apresentou um ICso de 1,550 pg/mL. Essa diferenca
supostamente se deve ao fato do padrdo ser uma substancia pura diferente dos extratos. Na

Tabela 12 estdao expostas as médias e desvios padrao obtidos.

IC,, Supresséo de HOCI [ug/mL]

T T T T T T T T T T
Quercetina  EBEtOH FHex FACOEt FBUOH FAq

Extrato e fragcbes de Morus nigra L.

Figura 54 - IC5, para supressao do 4cido hipocloroso (HOCI) (média £ desvio padrdo, n = 3)

*p £0,001 quando quercetina comparada com EBEtOH, FHex, FAcOEt, FBuOH e FAq.
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Tabela 12 - Médias e desvios padrdo das determinagdes
da capacidade de supressdo de HOCIl pelos
extratos bruto e pés-particdo

Fracao Média Desvio Padrao
(ug/mL) n=3)

Quercetina 1,550 0,007
EBEtOH 6,500 0,199
FHex 11,080 0,425
FAcOEt 3,440 0,130
FBuOH 4,380 0,011
FAq 8,320 0,062

6.5.4 Atividade supressora do anion radical superéxido (O,")

Durante explosdo oxidativa, a NADPH oxidase catalisa a reducdo univalente do oxigénio
levando a formag@o de O,", ocorrendo simultaneamente um aumento do consumo de oxigénio.
O O, ndo é um potente oxidante, mas participa em uma série de reagdes formando diferentes
espécies oxidantes e radicalares, deletérias ou ndo (BABIOR, 2000; HAMPTON et al., 1998).
Portanto, o anion superéxido € um alvo farmacolégico importante no que se refere a
prevencdo e tratamento de patologias associadas ao estresse oxidativo. Compostos que
possuem efetiva a¢do supressora sobre o O, podem levar a uma menor formagio de ERO

como H,0O, e HOCI (BABIOR, 2000).

Os resultados obtidos nos ensaios de supressio do O,”, expostos na Figura 55
demonstram que o FAq e EBuOH apresentaram atividade antioxidante promissora, com ICsg
de 36,33 e 90,77 ng/mL, respectivamente, entretando foi a fragdo aquosa que melhor
apresentou potencial de supressdo do anion superéxido. Estes resultados foram melhores que
os padroes quercetina (ICso = 242,33 pg/mL) e 4cido galico (ICsy = 346,66 pg/mL). Este fato
estimula a continuidade da pesquisa, a fim de obter o isolamento e a identificacdo dos
constituintes destas fracdes nas quais foram fracionados compostos de maior polaridade. Na

Tabela 13 estdo expostas as médias e desvios padrdo obtidos durante os ensaios.
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*p < 0,001 quando quercetina comparado a dcido galico, EBEtOH, FHex, FAcOEt, FBuOH e FAq.

** p < 0,05 quando: FAcOEt comparado com FHex e acido gélico.

Tabela 13- Médias e desvios padrdo das determinacdes da
capacidade de supressdo de O, pelos extratos

bruto e pés-particdo

Fracio Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)

Acido gilico 346,666 31,501
Quercetina 242,333 15,822
EBEtOH 808,967 20,298
FHex 351,000 16,664
FACOEt 313,167 0,404
FBuOH 90,767 8,603
FAq 36,333 1,557
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6.5.5 Atividade supressora de Oxido Nitrico (NO"

De acordo com Beda e Nedospasov (2005), o método oficial para determinag@o do nitrito
envolve, geralmente, os procedimentos espectrofotométricos baseados na reaciao de Griess, na
qual o nitrito reage com a sulfanilamida em meio 4cido. O diazo composto formado (acido
azo-o-aminonafitaleno-parabenzeno-sulfonico) reage com o cloridrato de N-(I-naftil)

etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloragéo rosa intensa (A = 540 nm).

Os resultados obtidos nos ensaios de supressio do NO°, expostos na Figura 56
demonstram que o EBUOH e FAq apresentaram boa atividade antioxidante, com ICs de 3,33 e
1,74 ng/mL, respectivamente. Estes resultados foram mais intensos que os padrdes quercetina
(ICso= 11,07 pg/mL) e acido géalico (ICsp = 10,53 pg/mL). A fracdo aquosa foi a que melhor
apresentou potencial de supressio de NO'. A partir do fracionamento cromatografico e
identificacdo fitoquimica, novos ensaios serdo realizados para melhor elucidar esse potencial

supressor. Na Tabela 14 estdo expostas as médias e desvios padrdo obtidos durante os ensaios.

Tabela 14 - Médias e desvios padrio das
determinagdes da capacidade de
supressdo do O6xido nitrico pelos
extratos bruto e pds-particao

Fracio Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)
Quercetina 11,070 0,153
Acido Gilico 10,533 0,252
EBEtOH 9,960 0,017
FHex 11,883 0,144
FAcOEt 11,827 0,136
FBuOH 3,330 0,053

FAq 1,740 0,052
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Figura 56 — 1Cs para supressdo de 6xido nitrico (ON). Os valores apresentados sdo média £ desvio padrio (n =

6.6 Atividade Anti-hemolitica de Eritrocitos

3).

A principio ndo foi observado in vitro o potencial hemolitico significativo do extrato

bruto e fragdes de M. nigra sobre os eritrécitos, evidenciando a nao ifluéncias das amostras

(em concentracdes superiores ao ICsp) nos ensaios anti-hemiliticos. A Figura 57 ilustra o

percentual de hemdlise frente as amostras. Observe que a FAcOEt e FHex, mesmo sendo

insignificante, sdo as que mais apresentaram potencial hemolitico, 2,6 % a 22,4 ug/mL e 3,5

% a 82,5 pg/mL, respectivamente.
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Figura 57 — Porcentagem de hemdlise frente ao extrato bruto e fragdes de M. nigra (média * desvio padrdo, n =

3)

Os parametros de ICs para inibi¢do do estresse oxidativo em eritrdcitos promovido pelo

radical AAPH foram determinados e estd na Figura 58. Nesse contexto as fragcdes FACOEt e

FBuOH (com ICsp de 2,37 £ 0,035 e 8,017 £ 0,212, respectivamente) foram as melhores que

desempenharam o papel citoprotetor de membranas. Esse efeito confere com potencial de

supressdo de formas radicalares evidenciados nos ensaios de supressdo de ABTS e DPPH. Na

Tabela 15 estdo as médias e desvio padrao dessas determinagoes.

IC,, para hemolise por AAPH (ug/mL)

EBEtO FHex  FAcCOEt FBuOH FAq
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Figura 58 — ICs, para supressdo da hemolise induzida por AAPH frente ao extrato bruto e fracdes de M. nigra

(média % desvio padrio, n = 3)



Tabela 15 - Médias e desvios padrao das determinagdes de ICs, para

supressio da hemolise promovida por AAPH.

Extrato e Fracoes Média Desvio Padrao
(ug/mL) n=3)
EBEtOH 13,187 0,505
FHex 40,743 2,921
FAcOEt 2,370 0,035
FBuOH 8,017 0,212
FAq 21,423 2,866
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Para o ensaio de inibicdo do estresse oxidativo em eritrocitos promovido pelo édcido

hipocloroso (HOCI) foram determinados os ICsy do extrato e fracdes (Figura 59). A andlise

mostra que as fracdes FAcCOEt e FBuOH (com ICsy de 2,6 £ 0,055 e

5,55 = 0,07,

respectivamente) foram novamente as que melhores desempenharam o papel citoprotetor dos

eritrécitos. Na Tabela 16 estdo as medias e desvio padrio das determinagdes. Esse ensaio é

validado pela capacidade das respectivas fracdes em suprimir o HOCI, observado na Figura

56.
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Figura 59 - ICs, para supressdo da hemolise induzida por HOCI frente ao extrato bruto e fragdes de M. nigra

(média * desvio padrdo, n = 3)
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Tabela 16 - Médias e desvios padrdo das determinagdes de ICs,
para supressdo da hemolise promovida por HOCI.

Extrato e Fracoes Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)
EBEtOH 46,510 1,0064
FHex 317,053 2,3095
FAcOEt 2,603 0,0551
FBuOH 5,550 0,0700
FAq 58,593 0,3163

6.7 Atividade antimicrobiana

Muitas espécies vegetais tém sido usadas pelas caracteristicas antimicrobianas através de
compostos sintetizados pelo metabolismo secundario da planta. Estes produtos sao
reconhecidos por suas substancias ativas, como € o caso dos compostos fendlicos e polifendis

(OSTROSKY et al., 2008).

Para assegurar a seguranca e eficicia da metodologia, do meio de cultura e das leveduras
utilizadas, foi realizado o controle de fairmaco nas mesmas condi¢des do experimento apenas
para certificar-se da eficiéncia do método da atividade antimicrobiana através da
microdiluicao.

Pelo método espectrofotométrico, a CIM foi definida como sendo a menor concentracao
de amostra em que a densidade 6ptica (490 nm) foi reduzida a 90% daquela observada para a

solugdo controle (sem amostra).

Considerando as concentracdes determinadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana
de 250 pg/mL a 0,5 pg/mL, utilizando as bacterias S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, E.

coli, Salmonella sp. e os fungos C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. neoformans.

A Tabela 17 apresenta o comportamento dos micro-organismos utilizados frente aos
farmacos ciprofloxacino e fluconazol, bem como a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
bruto hidroalcodlico e suas fracdes das folhas de M. nigra, observando sua eficacia frente aos

micro-organismos estudados.
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De acordo com Scorzoni e colaboradores (2007), nos extratos que apresentam CIM
menor que 75 pg/mL a atividade antifingica é considerada forte, entre 75 a 150 pg/mL,

moderada e entre 150 a 250 pg/mL, fraca e maior que 250 pg/mL sem atividade.

Mediante os dados obtidos na Tabela 21, a fracdo acetato de M. nigra apresentou
atividade antiftingica frente a C. albicans e C. krusei, mesmo sendo considerada moderada. A
fracdo aquosa (FAq) apresentou fraca atividade frente a C. krusei e nehuma ativadade para as
demais. Para os demais micro-organismos, o extrato bruto e fraches ndo apresentaram

atividade antimicrobiana nos ensaios realizados nas concentragdes de 250 pg/mlL.

Tabela 17 - Determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para o controles (ciprofloxacino e
fluconazol) e para o extrato bruto e suas fragcdes dos frutos de M. nigra frente aos micro-organismos
(Determinado p6 D.O. a 490 nm).

CIM CIM CIM CIM CIM CIM
Microrganismos (ng/mL) (ng/mL) EBEtOH FacOEt FBuOH FAq
ciprofloxacino fluconazol (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

S. aureus 31,25 * * * *
E. coli 3,9 * * * *
P. aeruginosa 7,8 * * * *
S. epidermidis 39 * * * *
Salmonella sp. 1,9 * * * *

C. krusei 16,0 * 125 * 250
C. albicans 0,0625 * 125 * *
C. parapsilosis 1,0 * 250 * *
C. neoformans 16,0 * * * *

* Nao houve atividade nas concentracdes testadas (0,49 a 250 ug/mL).

Yi e colaboradores (2007) investigaram a atividade do extrato aquoso e metandlico dos
frutos de M. nigra, que apresentaram atividade antifingica contra C. albicans, C. parapsilosis,

C.tropicalis e C.geotricum.

A candidiase caracteriza-se como a infecc¢ao fiingica mais comum de mucosas, produzidas
por diversas espécies de Candida, sendo C. albicans seu agente etiolégico mais freqiiente.
Ainda, outras espécies inseridas no género Candida (e.g. C. guilliermondii, C. krusei,
C.parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicallis) também podem estar envolvidas na etiologia da

candidiase (LIMA et al., 2006).
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6.8 Avaliacio do extrato bruto e fracdes de M. nigra sobre a cinética enziméatica
da HRP

A fim de investigar a acdo do extrato bruto e fragdes pOs particdo sobre a cinética das
peroxidases, utilizamos a HRP (Tipo I), uma enzima cldssica em estudos de oxidacdo de

xenobidticos por peroxidases.

Realizou-se estudo de inibicdo da HRP através do ensaio de oxidacdo do guaiacol na
presenga de peroxido de hidrogénio, baseando-se no protocolo de Khalil (2002). As
velocidades iniciais (Vo) foram obtidas por ajuste linear entre concentragdes variadas de
guaiacol (de 0,5 a 5 mM) e absorbancia (a 470 nm) obtida pela reacdo em um tempo de 1
minuto; a velocidade maxima (V4x) € o constante de Michaelis-Menten (Ky), foram obtidas a
partir da inclinacdo do ajuste linear dos gréaficos de duplo-reciproco (Lineweaver-Burke),

demonstradas nas Figura 60 e 61.
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Figura 60 — Grifico da cinética da oxidacao do oxidag@o do guaiacol (0,5 a 5 mM) pela HRP (10 nM); tampao
fosfato de s6dio 50mM, pH 7.4; 37°C; H,O, 0,1 mM; 1 minutos de reagdo; leitura a 470 nm.
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Figura 61 — Grafico duplo reciproco da cinética da oxidagao do guaiacol (0,5 a 5 mM) pela HRP (10 nM);
tampao fosfato de sédio S0mM, pH 7,4; 37°C; H202 0,1 mM; 1 minutos de reacdo; leitura a 470

nm.

Como pode ser observado na Figura 62, a cinética da HRP (Tipo I) apresentou uma Vs

de 0,0192 e um Ky de 0,65 M para o guaiacol.

Iniciamos o estudo de inibi¢do da cinética, frente o modelo HRP/guaiacol/H,O,, onde

determinamos os valores de o ICs, para o extrato bruto e fragdes de M. nigra (Figura 60)

As fragdes que apresentaram menor valor de ICsy e consequentemente maior poder de

inibicao da cinética da HRP foram a FAcOEt e FBuOH, com valores de 0,077 mg/mL e 0,095

mg/mL, respectivamente. Os demais valores estdo ilustrados na Tabela 18.
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Figura 62 — ICs, para a cinética da oxidac@o do guaiacol (5 mM) pela HRP (10 nM) com o extrato bruto e
fragdes de M. nigra; tampao fosfato de s6dio 50mM, pH 7.4; 37°C; H,O, 0,1 mM; 1 minutos de
reacdo; leitura a 470 nm.

Tabela 18 — Média e desvio padrao dos valores de ICs,
obtidos pela inibi¢do da cinética de HRP
frente ao extrato bruto e fracdes de M.

nigra.
Extrato e Fracoes Média Desvio Padrao
(pg/mL) (n=3)
EBEtOH 0,168 0,005
FAcOEt 0,077 0,001
FBuOH 0,095 0,005
FAq 0,274 0,005

A partir desses valores, foram realizadas os estudos cinéticos da inibicio da HRP com a
FACcEt e FBuOH nas concentragdes equivalentes a uma vez o ICsy e duas vezes o 1Cs (ou seja,

de 0,077 mg/mL e 0,154 mg/mL para a FAcOEt; 0,095 mg/m/L e 0,190 mg/mL para a
FBuOH).

Nas Figuras 63 e 645 estdo representados os graficos de Michaelis-Menten e o duplo-

reciproco para as cinéticas de inibicao da FAcOEt.
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Figura 63 — Grifico de Michaelis-Menten representando a cinéticas da oxidagdo do guaiacol pela HRP, na
auséncia e presenca da FAcOEt (0,077 mg/mL e 0,154 mg/mL).
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Figura 64 — Grafico duplo-reciproco representando a cinéticas da oxidacdo do guaiacol pela HRP, na auséncia e
presenca da FAcOEt (0,077 mg/mL e 0,154 mg/mL).
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A interpretagdo dos gréificos evidencia o potencial inibidor das fracdes. Pelos dados do
grafico duplo-reciproco, o valor da Vs para a cinética da HRP decai na propor¢ido que €
adicionada as FAcOEt, de 0,0193 (cinética sem fragdo) para 0,0160 (quando € adicionado
0,077 mg/mL) e 0,0100 (quando adiciona 0,154 mg/mL). O mesmo € observado para os
valores de Ky, onde ocorre o aumento de 0,65 mM (cinética sem FAcOEt) para 2,04 mM

(FACOET, 0,077 mg/mL) e 2,79 mM (FAcOEt, 0,154 mg/mL).

Com esses dados pode-se supor, que nas concentracdes utilizadas de FAcOEt, ocorra uma

inibi¢do do tipo mista, evidenciada pela variacdo na Vmsx € Ky das cinéticas.
Os mesmos ensaios foram realizados com a FBuOH e estdo ilustrados na Figura 65 e 66.

Os graficos evidenciam o potencial inibidor das fragdes. A partir dos dados do gréfico
duplo-reciproco (Figura 66), observamos que o valor da Vs« para a cinética da HRP também
decai na proporc¢ao que € adicionada as FBuOH, de 0,0195 (cinética sem FBuOH) para 0,0180
(FBuOH, 0,095 mg/mL) e 0,0076 (FBuOH, 0,190 mg/mL). O mesmo é observado para os
valores de Ky, onde ocorre o aumento de 0,67 mM (cinética sem FBuOH) para 6,58 mM
(FBuOH, 0,095 mg/mL) e ocorre uma leve queda de 4,76 mM quando adiciona-se 0,190
mg/mL da FBuOH. Isto nos evidencia dois mecanismos de inibi¢do: i) uma inibi¢ao do tipo
competitiva (quando FBuOH = 0,095 mg/mL), pois a V3« permanece constante, ocorrendo
apenas a mudanca na Ky; e 1) uma inibi¢do do tipo mista, (quando FBuOH = 0,190 mg/mL)

em que Vi € a Ky variam.

Certos de que, durante os ensaios cinéticos, as fracoes FAcOEt e FBuOH ndo estavam
puras, e possuindo compostos fendlicos ndo identificados. Ensaios futuros com compostos

puros, isolados dessas fragdes, serdo nescessdrios para assim poder concluir tais evidéncias.
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Figura 65 — Grifico de Michaelis-Menten representando a cinéticas da oxidag@o do guaiacol pela HRP, na
auséncia e presenca da FBuOH (0,095 mg/mL e 0,190 mg/mL).
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Figura 66 — Grifico de duplo-reciproco representando a cinéticas da oxidac@o do guaiacol pela HRP, na
auséncia e presenca da FBuOH (0,095 mg/mL e 0,190 mg/mL).
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6.9 Identificaciao por RMN das subfracoes isoladas da FAcOEt.

6.9.1 Identificacao do flavonodide FAc-1.1

A partir da fracdo FAcOEt isolada de M. nigra (Figura 37, Pagina 70), a subfracdo FAc-
1.1, foi identificada por RMN como sendo um composto flavonico. O espectro de RMN de
'H da FAc-1.1 (Figura 68) apresentou sinais caracteristicos dos flavonoides. Observam-se
neste espectro dois sinais de dupletos em o6 6,13 e & 6,30 referentes a H-6 e H-8,
respectivamente, com constante de acoplamento de 2,1 Hz caracteristicos dos hidrogénios

acoplando em meta relacionado ao anel A dos flavonoides.

Verificou-se ainda neste espectro quatro sinais de dupletos integrando cada um para dois
hidrogénios em alfa e com a maior constante de acoplamento em 9,0 Hz, sugerindo a presenca
de dois anéis aromdticos p-di-substituidos na estrutura de FAc-1.1. Dada a presenga de dois
sinais de dupletos de hidrogénios olefinicos a,p carbonilicos em & 6,07 (H-8") e 6 7,40 (H-
7”’) com constante de acoplamento de 15,60 Hz, sugeriu-se a presenca de uma unidade trans-
p-cumaroila na estrutura de FAc-1.1. Este espectro apresentou ainda sinais de hidrogénios
ligados a carbonos oxigenados entre 6 3,4 — 4,4, correspondentes a H-2” e H-3”
respectivamente, que aliado ao sinal de dupleto em 6 5,24 (d; 7,4 Hz) de H-1" sugeriu-se a
presenca de um O-B-glicosideo na estrutura de FAc-1.1. Na Tabela 19 encontra-se o resumo

dos deslocamentos em ppm do espectro de RMN 'H e °C para substéncias isoladas.

No espectro de COSY de FAc-1.1 (Figura 70) verificou-se cinco sistemas de spins de
acordo com os cdlculos das constantes de acoplamento a partir da anélise do espectro de RMN

de 'H.

Através do mapa de contorno HSQC de FAc-1.1 (Figura 71) foi possivel atribuir todos os
valores de deslocamento quimicos dos carbonos hidrogenados facilitando a andlise do espectro

de HMBC (figura 72).

O mapa de contorno HMBC apresentou importantes correlacdes de sinais hidrogénio com

carbonos a multiplas ligacdes (Ji3). O sinal de hidrogénio em & 8,0 (H-2) apresentou
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importante correlagdo com o sinal de carbono em & 158,0 (C-3), enquanto que o sinal
integrando para dois hidrogénios em & 6,81 apresentou importante correlagdo com o sinal de
carbono fendlico em & 161, sendo possivel atribuir estes sinais ao anel B p-di-substituido do

flavonoide.

Observou-se ainda no espectro de HMBC de FAc-1.1 que o sinal em & 7,30 (H-2)
apresentou correlacdo com o sinal de carbono olefinico B-carbonilico em 6 146,69; enquanto
que o sinal integrando para dois hidrogénios em o 6,81 (H-3’e H-5") apresentou correlagdo
com o sinal de carbono fendlico em 6 161,31, dado o acoplamento spin-spin entre dois sinais
de hidrogénios foi possivel caracterizar a unidade de trans-p-cumaroila atribuindo-se todos os

sinais de deslocamento quimico dos carbonos.

O sinal de o-hidrogénio anomérico em 6 5,24 (H-1"") apresentou correlacio no HMBC
com o sinal de carbono em & 135,33; caracteristico do carbono C-3 dos flavondis
(HARBORNE, 1998), sendo possivel atribuir a -D-glucopiranose ligada ao carbono C-3 da
unidade aglicona Kaempferol (canferol), quando comparado com dados anteriormente

relatados na literatura.

Ainda de acordo com a literatura (HARBORNE, 1988) o deslocamento do carbono C-6’°
da unidade de glicose, apresenta deslocamento quimico na faixa de 60,50 — 62,00, uma
desblindagem deste carbono é sugestiva de uma possivel esterificacdo; sendo assim, foi
possivel sugerir que a unidade de trans-p-cumaroila encontra-se esterificada com a hidroxila

da glicose na posi¢cao C-6".

O espectro de RMN de °C de FAc-1.1 (Figura 76) foi obtido de modo a comparar os
dados obtidos com modelos da literatura. Sendo assim, através da andlise dos dados de RMN
de 'He °C de FAc-1.1 ¢ comparacio com a literatura (CORNELIUS et al., 2004; COSTA et
al., 2007), o flavonoide FAc-1.1 foi identificado inequivocamente como sendo o tilirosideo,
ambém nomeado como sendo o Kaempferol-3-Glucosideo-6"-p-coumaroil, como ilustrado na

Figura 67.
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Figura 67 — Estrutura quimica do flavonoide tilirosideo

Devido a presenga de radical hidroxila na posi¢do para do anle B, hidroxila em C5 e grupo
cetoxi em C4 do anle A no flavondide, e a presenca de grupo cafeicilquinico, podemos deduzir
que o flavonodide tilirosideo apreenta fortes evidéncias de ser uma molécula antioxidante.
Trabalhos anteriores confirmam que o flavondide tilirosideo apresenta atividade antiradicalar,
utilizando o DPPH, antiiflamatéria e inibicdo de peroxidacdo lipidica de lipoproteinas

humanas (SALA et al., 2003; SCHINELLA et al., 2007).



Tabela 19 — Deslocamentos em ppm do espectro de RMN "°C e 'H para substéncias isoladas da

subfracdo FAc-1.1 de M. nigra.

Posiciio FAc-1.1 tilirosideo (Lit*?) tilirosideo (Lit*®)
(400/100 MHz, MeOD) (300/75 MHz, DMSO-dg) (200/50 MHz, CD30D)
HIC 5'H (ppm) 13 3'H (ppm) s8C 5'H (ppm) s %C (ppm)
J (Hz) (ppm) J (Hz) (ppm) J (Hz)
2 - 158,56 - 156,50 - 159,25
3 - 135,33 - 133,15 - 135,26
4 - 179,57 - 178,00 - 179,32
4a - 105,72 - 104,80 - 105,54
5 - 161,66 - 162,65 - 162,82
6 6,13 (d; 2,1) 100,16 6,48 (d;2,1) 99,93 6,10(d;2,2) 99,92
7 - 166,93 - 165,25 - 165,81
8 6,30 (d; 2,1) 94,99 6,75(d; 2,1) 94,85 6,25 (d2.,2) 94,85
8a - 159,49 - 158,00 - 158,27
I - 122,87 - 122,64 - 122,63
2'/6° 8,00 (d; 9,0) 132,34 8,35(d; 9,00 131,20 7,96 (d; 8,9) 132,21
3°/5 6,81 (d; 9,0) 116,18 7.23(d;9,0) 116,10 6,79 (d; 8,9) 115,98
4 - 161,66 - 161,25 - 161,46
1 524 (d;74) 104,16 584(d;72) 102,02 5,24 (d; 7,6) 104,03
75.,86; 77,96
78,15; 5L 3,5 75,73, 75,73
27 a5 3,40-4,30 71:862 3,30-4,00 77,96;71,60; ’ 71:68’ ’
75,94 75,71
6" 4,19/4,30 64,45 Ndo 63,43 4,31/4,19 64,37
especifica
1 - 127,23 - 126,00 - 127,02
216" 7,30 (d; 9,0) 131,32 747 (d;87) 13145 7,6 (d; 8,5) 131,15
375 6,80 (d; 9,0) 116,93 7.12(d;8,7) 116,80 6,75 (d; 8,5) 116,74
4 - 161,31 - 160,02 - 161,12
7 7,40 (d; 15.,6) 146,69 7,28 (d;15,6) 145,52 Nao . Nao o
especifica especifica
8 6,07 (d; 15.,6) 114,88 6,48 (d;15,6) 114,00 Nao . Nao -
especifica especifica
9 - 168,93 - 167,20 - 64,35

*2 (CORNELIUS et. al., 2004); 3 (COSTA et al., 2007)
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Figura 70 — Espectro de COSY de FAC-1.1 (400 MHz, MeOD)

Figura 71 — Mapa de contorno HSQC de FAc-1.1 (400/100 MHz; 'H/"*C, MeOD)
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Figura 72 — Mapa de contorno HMBC de FAc-1.1 (400/100 MHz; 'H/"*C, MeOD)

6.9.2 Identificacao do derivado de acido quinico da FAc-1.2

A substincia FAc-1.2 isolada de M. nigra foi identificada por RMN "°C e 'H uni de

bidimencional como sendo um derivado do 4cido clorogénico.

O espectro de RMN de 'H da FAc-1.2 (Figura 74) apresentou sinais caracteristicos de
uma unidade de cafeoila, destacando-se os sinais referentes a dois dupletos com constante de
acoplamento trans (J = 15,8 Hz) em 0 6,22 e 6 7,45 caracteristicos de hidrogénios olefinicos
a,p carbonilicos H-8” e H-7" respectivamente, além de trés sinais de hidrogénios aromadticos
em 6 6,77 (d; J = 8,4 Hz) de H-5", 6,97 (dd; J = 1,8; 8,4 Hz) de H-6’ ¢ 6 7,08 (d; J = 1,8) de H-
2’, cujas multiplicidades caracterizam o anel aromatico com o-di-substitui¢do, sendo possivel

identificar a unidade de 4cido cafeico. Observou-se ainda neste espectro sinais caracteristicos
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do 4cido quinico, como o multipleto em 6 5,15 (H-5) caracteristico do hidrogénico oxi-
metinico ao qual encontra-se ligado o grupo acido carboxilico. Verificam-se os sinais de
hidrogénios oxi-metinicos em ¢ 3,94 (d; J = 2,8 Hz) e 6 3,50 (dd; J = 2,8; 11,2 Hz) referentes
as posicdes H-3 e H-4, além de sinais de hidrogénios metilénicosdiasterotpicos entre 6 1,65 —
2,02 caracteristicos dos hidrogénios nas posi¢do 2 e 6 vizinhas a centros estereogénicos. Na
Tabela 24 encontra-se o resumo dos deslocamentos em ppm do espectro de RMN °C e 'H

para substancias isoladas.

Através do mapa de contorno HSQC de FAc-1.2 (Figura 75) foi possivel atribuir os
valores de deslocamentos quimicos dos carbonos hidrogenados, enquanto que a andlise do
mapa de contorno HMBC (Figura 76) foi fundamental para atribuir os desclocamentos
quimicos dos carbonos quaterndrios e localizar inequivocamente a esterificagdo do dcido
cafeico com o dcido quinico na posicdo 5, devido a correlagao de H-5 com o sinal de carbonila

conjugada em 0 168.

A andlise dos dados de RMN de 'H e *C (1D e 2D) e a comparagdo destes com dados
previamente reportados na literatura (VALENTE et. al.; 2003) foram suficientes para propor

que FAc-1.2 trata-se do acido clorogénico 5-O-cafeoilquinico, observado na Figura 73.

O ACG foi observado por Payen em 1846, primeiramente extraido de grios de café.
Posteriormente, essa substancia foi identificada como o acido 5-O-cafeoilquimico, éster do
acido 3,4-di-hidréxi-cinamico, denominado &cido caféico, e &4cido quimico, através da
esterificacdo da hidroxila em C-3 desse tltimo (SIMOES et al., 2007). Os 4cidos clorogénicos
(ACG) apresentam propriedades antioxidantes (YEN et al., 1997; SIMOES et al., 2007),
HYNES e O’COINCEANAINN (2004) mostraram que o ACG apresenta propriedade de

. 2 . . . . .
complexar com fon Fe™, contribuindo para o potencial antioxidante.

Compostos catecOlicos ndo flavonoidicos como o &cido clorogénico (4cido 5-O-
cafeoilquinico) e seus derivados estdo presentes em frutas, chds, café e vinho, apresentando
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas como atividades antiinflamatdrias, antimutagénica e
anticarcinogénica para estes compostos, além da atividade antioxidante ja conhecida

(MORIDANI et al, 2001).



Figura 73 — 4cido clorogénico 5-O-cafeoilquinico

Tabela 20 - Dados de RMN de 'H e °C de FAc-1.2
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Posicao FAc-1.2 Posicao Literatura*”

DMSO-dg MeOD

400/100 MHz 400/100 MHz
H/C o'H 3 C! H/C 3'H (ppm) 3°C (ppm)

(ppm) (ppm)
1 - 78,70 1 - 79,90
2 1,65 /2,02 (m) 39,70 2 1,96/2,05 40,20
3 3,94 (d; 2,8) 73,00 3 4,26 (d) 73,80
4 3,50 (dd; 2,8; 11,2) 75,00 4 3,87 (d) 75,90
5 5,15 (m) 73,00 5 5,33 (m) 74,20
6 1,83 (m) 41,40 6 2,15 (m) 41,40
9’ - 168,0 9 - 172,0
8 6,22 (d; 15,7) 116,3 8 6,34 (d) 117.8
7 7,45 (d; 15,7) 146,5 7 7,60 (d) 149,2
r - 128,0 r 130,1
2’ 7,08 (d; 1,8) 1164 2 7,15 (d) 118,2
3 - 147,8 3 - 1474
4 - 150,5 4 - 150,2
5 6,77 (d; 8,4) 1179 5 6,91 (d) 119,3
6’ 6,97 dd (8,4; 1,8) 123.0 6’ 7,06 (dd) 125,7

>“lDados atribuidos via HSQC ¢ HMBC. 2 (VALENTE et. al.; 2003).
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6.10 Identificacdo por RMN das subfracoes isoladas da FBuOH.

6.10.1 Identificacdo da cumarina presente na FBuOH-1

A substancia FBuOH-1, isolada a partir da purificacdo da fase butandlica das folhas de

Morus nigra, foi identificada por RMN como sendo pertencente a classe das cumarinas.

O espectro de RMN de 'H da FBuOH-1 (Figura 78) apresentou sinais caracteristicos do
anel lactonico das cumarinas, através de dois sinais de dupletos com constante de acoplamento
de 9,6 Hz (cis) em o 6,17 e & 7,85 referente aos hidrogénios H-3 e H-4 respectivamente. A
auséncia de um singleto em aproximadamente o 3,96 indica a auséncia da metoxila na posi¢ao
7 e sugere a presenca de um grupo hidroxila nesta posi¢do. hidroxilagdo apenas na posi¢ao H-
7 do anel B da cumarina, devido aos sinais de dupleto (J-meta), dupleto (J-orto) e duplo-

dupleto (J-orto,meta) em d 6,70 (H-8), 8 7,45 (H-5) e 6 6,79 (H-6).

Através da andlise dos dados e comparagdo com dados previamente reportados na
literatura (LIU; TIAN, 2004; MULLER, 1994), a substincia FBuOH-1 foi identificada
inequivocamente como sendo a cumarina umbeliferona (Figura 77). Na Tabela 21 encontra-
se 0 resumo dos deslocamentos em ppm do espectro de RMN "C e 'H para substincias

isoladas.

As cumarinas encontram-se distribuidas predominantemente em angiospermas, sendo as
estruturas mais simples as mais encontradas. As familias mais citadas na literatura pelo
conteudo de cumarinas sdo: Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Fabaceae, Oleaceae, Moraceae e

Thymeleaceae (SIMOES et al, 2007).

As cumarinas podem ser encontradas em todas as partes de uma planta, frequentemente
como misturas. A 7-hidréxicumarina, também conhecida como umbeliferona, é a precursora
das cumarinass 6,7-di-hidroxiladas e 6,7,8-tri-hidroxiladas. Esses grupos hidroxilas podem ser

metilados ou glicosilados. (SIMOES et al, 2007).

Estudos evidenciam a atividade farmacoldgica como citotoxica, antinociceptiva, antitumoral,

antiviral, antiaminésica, antibacteriana, antiagragadora de plaquetas e ativadora da proteina C



130

quinase (KANG et al., 2005; MELLIOU et al., 2005; KUSTER; ROCHA, 2004). Tovama ¢
colabordores (2011) estudaram o efeito inibidor da umbeliferona sobre a fosfoliapase A2
(PLA2), levando a elucidagdes do mecanismo antiinflamatério. Marshall e colaboradores
(1994) observaram a atividade inibitéria, bem como a atividade imunomeodulatdria in vitro e in

vivo, da 7-hidroxicumarina (7-HC), mostrando atividade citotéxica sobre as seguintes células

malignas humanas.

Figura 77 — 7-hidroxicumarina (umbeliferona)

Tabela 21 — Dados de RMN de *H da FBuOH-1

Posi¢io ~ FBuOH Posigio  Literatura*’ Posicio Literatura®”
MeOD/400 MHz Me,CO/400 MHz CDCL/400 MHz

H & 'H (ppm) H 8 'H (ppm) H 8 'H (ppm)

1 e 1 e ) e

B 2 e e

3 6,17 (d: 9,5) 3 6,14 (d:9.2) 3 6,26 (d: 9,6)

4 7,85 (d: 9,5) 4 7.85(4;92) 4 7,64 (& 9,6)

5 7,45 (d: 8.5) 5 748 (d: 8 4) 5 7,36 (d; 8,4)

6 6,79 (dd:85e23) 6 632(dd.8,5¢23) 6 6,77 (dd: 8.4 & 2,0)

T e T e e

3 6,70 (d: 2,3) 8 6,73 (d: 2,3) 8 6,83 (d:2,0)

#] = (LIU; TIAN, 2004)
#) = (MULLER,1994)
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Figura 78 — Espectro de RMN de '"H de FBuOH-1 [400 MHz, MeOD, & (ppm), J (Hz)]

6.10.2 Identificacao da subfracao FBuOH-2 e FbuOH-6.1

Devido a escasses em massa e impurezas presentes nas amostras isoladas da FbouOH-2 e
FbuOH-6.1, ndo foi posssivel até o presente momento ilucidar com claresa a composi¢ao
quimica dessas subfracdes. Novas técnicas serdo empregadas para a purificacdo e

determinacdo dos metabdlitos presentes nessas amostras.

6.10.3 Identificacao do Flavan-3-ol FBuOH-6.2

A substancia FBuOH-6.2 foi isolada da fase butandlica das folhas de Morus nigral..
CLAE. O espectro de RMN de 'H desta substincia (Figura 80) apresentou sinais
caracteristicos dos flavonoides, destacando-se os sinais de dupletos em 6 6,05e 6 6,13 (J =24

Hz), caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A, oriundo da rota biossintética do
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acetato. Observou-se ainda neste espectro trés sinais adicionais em o 6,85 (d; J = 8,0), d 6,98
(dd; I =8,0e 1,2 Hz) € 6 6,99 (d; J = 1,2 Hz) caracteristicos do anel B dos flavonoides com

substituicao nas posicoes 3’ e 4’.

O espectro de RMN de 'H apresentou dois sinais de hidrogénios oximetinicos em & 4,90
(sl) e & 4,22 (m), sugerindo-se entdo a auséncia da dupla ligacdo entre posi¢des 2 e 3 do anel
C. Dois sinais de duplos-dupletos sdo observados em o 2,85 e & 2,86; estes referem-se aos
hidrogénios na posi¢do 4 caracterizando a auséncia da carbonila nesta posi¢do e sugerindo-se
que este flavondide trata-se de uma catequina. Por fim, sdo verificados quatro sinais de
simpletos integrando para trés hidrogénios, caracterizando metoxilacdo em quatro posi¢des
oxigenadas da catequina. Na Tabela 22 encontra-se o resumo dos deslocamentos em ppm do

espectro de RMN "°C e 'H para substéncias isoladas.

Os valores de deslocamento quimico dos carbonos hidrogenados foram atribuidos através
do mapa de contorno HSQC (Figura 81). Através do mapa de contorno HMBC (Figura 82) foi
possivel atribuir os demais sinais de carbonos quaterndrios e atribuir inequivocamente as

posicdes das metoxilas.

Através da andlise dos dados espectrais de RMN de 'H e ">C e comparacdo com a
literatura (NAHRTEDT, 1987) foi possivel identificar de forma inequivoca a substincia C-1
como sendo 5,7, 3’, 4’-tetra-metoxi-catequina (Figura 79). Uma vez que o valor de [alp™ =

0° (1,5 M; MeOH), sugeriu-se a mistura racémica dos enantidmeros 3R e 3S.

Devido a auséncia de grupos hidroxilas no Anel B, insatura¢gdes em C2-C3 e carbonila em
C4 (PANNALA et al., 2001), é pouco provavel que a 5,7,3’,4 -tetra-metoxicatequina
apresente atividade antioxidante porém, devido a sua caracteristica lipossolivel porera

apresentar atividade antimicrobiana.



Figura 79 — 5,7,3" 4" -tetra-metoxi-catequina

Tabela 22 — Dados de RMN de 'H e '*C de FBuOH-6.2

FBuOH-6.2 Literatura*’
Posicio  CDCl, Posicao (CD»),CO

400/100 MHz 400/100 MHz
H/C 8'H 8*Cc" H/C 3 'H (ppm) 3 °C (ppm)

(ppm) (ppm)
1 - - 1
2 4,90 (s1) 78,06 2 4,54 (d; 7.8) 82,90
3 4,22 (m) 66,48 3 3,98 (m) 68,50
4 2,85(dd, 16;8,0) 27,92 4 2,52 (dd, 16; 8,0) 28,50
4> 2,86 (dd, 16; 5,4) 2,86 (dd, 16; 5,4) 28,50
4a - 100,29 4a - 100,90
5 - 159,74 5 - 157,90
6 6,13 (d; 2,4) 92,12 6 6,02 (d; 2,4) 96,40
7 - 158,98 7 5,87 (d; 2,4) 157,60
8 6,05 (d; 2,4) 93.64 8 - 95,60
8a - 154,04 8a - 156,90
I - 130,68 1° - 132,60
2 6,99 (d; 1,2) 109,60 2’ 6,77 (d; 1,2) 120,1
3 - 149,10 3 - 146,20
4 - 149,10 4 - 146,20
5 6,85 (d; 8,0) 111,50 5° 6,87 (d; 8,0) 116,20
6 6,98 (dd, 8,0;1,2) 118,53 € 6,72 (dd, 8,0; 1,2) 120,00
5-OCH; 3,83 (s) 56,00 5-OCH, -
7-OCH; 3,85 (s) 56,00 7-OCH, -
3°-OCH; 3,71 (s) 56,00 3’-OCH, -
4-OCH; 3,73 (s) 56,00 4-OCH; -

#!Dados obtidos através da andlise dos mapas de contorno HSQC e HNMBC.

>l=2(NAHRTEDT, 1987), dados referentes a ent-catequina.
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Figura 81 — Mapa de contorno HSQC de FBuOH-6.2 (400/100 MHz; CHCl,, '"H/"C)

Figura 82 — Mapa de contorno HMBC de FBuOH-6.2 (400/100 MHz; "H/"*C, CHCl,)
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6.11 Identificaciao por RMN das subfracoes isoladas da FAq.

6.11.1 Identificacao do Flavan-3-ol da FAq-3

O espectro de RMN de 'H de FAg-3 (Figura 84) apresentou sinais caracteristicos do anel
C de flavan-3-ol, destacando-se os sinais de hidrogénios oxi-metinicos em 6 4,56 (d; 7,52 Hz)
e 0 4,00 (ddd; 5,01; 8,0; 7,52 Hz) referentes aos hidrogénios H-2 e H-3, respectivamente e os
sinais de duplo-dupleto em 6 2,53 (J = 8,0; 16,0 Hz) e 0 2,84 (J = 5,0; 16,0 Hz) referentes aos
hidrogénios metilénicos diasterotépicos H-4a e H-4b, caracterizando a auséncia da carbonila
nesta posicdo. Observou-se ainda no espectro de RMN de 'H de FAq-3 dois dupletos com
constante de acoplamento de meta (J = 2,5 Hz) em 6 5,98 e 6 5,86 atribuidos aos hidrogénios
H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. Por fim, observou-se um sinal de simpleto integrando
para dois hidrogénios em o 6,44 caracterizando oxigenagdes no anel B nas posicoes 3°,4 e 5.
Na Tabela 23 encontra-se o resumo dos deslocamentos em ppm do espectro de RMN BCce'H

para substancias isoladas.

Através do mapa de contorno HSQC de FAq-3 (Figura 85) foi possivel atribuir os valores
de deslocamento quimico dos carbonos hidrogenados e através do mapa de contorno HMBC
(Figura 86) foi possivel atribuir os sinais dos carbonos quaterndarios (com exce¢do de C-5 e C-

7) através de correlagdes entre sinais de hidrogénio e carbono a multiplas ligacdes (J.3).

Através da andlise dos dados espectrais de RMN de 'H e °C (1D e 2D) e comparagio
com a literatura (NAHRTEDT, 1987) foi possivel identificar de forma inequivoca a substancia
C-1 como sendo a galocatequina (Figura 83). Uma vez que o valor de [a]D%O =0° (1,5 M;

MeOH), sugeriu-se a mistura racémica dos enantiomeros 3R e 3S.

As catequinas (como a galocatequina) demonstram forte efeito antioxidante contra a
peroxidacdo lipidica (KONDO et al, 1999), e efeitos protetores contra doencas
cardiovasculares e contra o cancer (HERTLOG et al., 1993; MIDDETON; KONDASMAMI,
1992). Someya e colaboradores (2002) e Emaga e colaboradores (2007), estudaram compostos

fendlicos isolados da casca de banana (Musa cavendish) e verificou o potencial contra



137

peroxidacdo lipidica, utiizando o método ferro-tiocianato no qual identificou a galocatequina

como sendo o composto responsavel pelo potencial antioxidante do extrato.

Tabela 23 — Dados de RMN de 'H e °C da FAq-3

Figura 83 — galocatequina

Posicao FAq-3 Posicao Literatura*’
MeOD MeOD
400/100 MHz 400/100 MHz
H/C o'H 5 13C™ H/C 3'H (ppm) 3°C (ppm)
(ppm) (ppm)
1 - R 1 - -
2 4,56 (d; 7,5) 81,29 2 4,55 (d; 7,6) 81,30
3 4,00 (ddd; 5,0, 67,24 3 4,00 (ddd, 67,20
8,0;7,5) 5,1; 8,0; 7,6)
4 2,84 (dd, 5,0, 26,59 4 2,85 (dd; 5.0; 26,60
16,0) 16,0)
4> 2,53 (dd, 8,0, 4 2,55 (dd; 8,0; 26,60
16,0) 16,0)
42 - 100,65 4 - 100,70
5 - ND*? 5 - 159,00
6 5,98 (d; 2,5) 95,16 6 5,99 (d; 2,5) 95,00
7 - ND*? 7 - 159,00
8 5,96 (d; 2,5) 93,83 8 597 (d; 2,5) 94,00
8 - 156,93 8a - 157,00
I’ - 133,77 I’ - 134,00
2 6,44 (s) 105,61 2 6,45 (s) 105,50
3’ - 146,75 3 - 147,00
4 - 146,75 4 - 147,00
5 - 146,75 5 - 147,00
6’ 6,44 (s) 105,61 6’ 6,45 (s) 105,50

*'Dados obtidos através da anlise dos mapas de contorno HSQC e HMBC.

*2(NAHRTEDT, 1987).

*3 Valor nfo encontrado ou ndo determinado.
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Figura 84 — Espectro de RMN de 'H da FAq-3 [400 MHz, MeOD, 6 (ppm), J (Hz)]



Figura 85 — Mapa de contorno HSQC da FAq-3 (MeOD; 400/100 MHz; 'H / *C)
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Figura 86 — Mapa de contorno HMBC da FAq-3 (MeOD; 400/100 MHz; 'H/ *C)
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6.12 Identificacio de carboidratos por RMN nas subfracoes: FAc-1.3 e FAc-1.4,
FAc-2.1 e FAc-2.2, FBuOH-6.3, FAq-1 e FAq-2, precipFAc e precipFAq.

A parir do espectro de RMN 'H das subfracdes FAc-1.3 e FAc-1.4, FAc-2.1 e FAc-2.2,
FBuOH-6.3, FAg-1 e FAQ-2, e os precipitados das FAc-1, FAc-2 e FAq, ndo foram possiveis
observar presenca significativas de sinais referentes a grupos aromdticos nas regides
caracteristica (0 5 a 9 ppm, HARBONE, 1994), mas apenas presenca de ligacdes glicosidicas
(regido 03 a 5 ppm , HARBONE, 1994). As Figuras 87 até 96 ilustram os espectros de RMN 1

H das respectivas subfracdes isoladas.

Intonsity

T T T F I T I A T [ T P T T T T T T T TP T T T T O T T AT P T AT T I T e T e
) RE 50 A 0 £ 3 35 0 1
6.0 55 ] 5 ]
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Figura 87 — Espectro de RMN 'H da subfragio FAc-1.3 [400 MHz, DMSO-d]
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Figura 88— Espectro de RMN 'H da subfracio FAc-1.4 [400 MHz, DMSO-d,]
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Figura 89 — Espectro de RMN 'H da subfragio FAc-2.1 [400 MHz, DMSO-dg]
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Figura 90 — Espectro de RMN 'H da subfracio FAc-2.2 [400 MHz, DMSO-dg]
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Figura 91 - Espectro de RMN 'H da subfragio FBuOH-6.3 [400 MHz, MeOD]
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Figura 92 - Espectro de RMN "H da subfragio FAq-1 [400 MHz, D20]
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Figura 94 — Espectro de RMN de 'H do precip-FAc-1 [400 MHz, D20]
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Figura 95 — Espectro de RMN de 'H do precip-FAc-2 [400 MHz, D20]
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Figura 96 — Espectro de RMN de 'H do precip-FAq [400 MHz, D20]
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6.13 Resumo dos resultados

Pela técnica e macerag@o obtivemos um rendimento de 26,58% em massa;
Ap6s particdo liquido-liquido, o rendimento foi de 4% par FHex, 6% FAcOEt, 6%
FBuOH e 82% FAq;
As fragdes que mais apresentaram fendis totais foram FBuOH, FAcOEt e FAq;
As fracdes que mais apresentaram flavonoides foram FBuOH e FAcOEt;
FAcOEt e FBuOH foram as fra¢cdes que melhor suprimiram o radicais ABTS, DPPH e
HOCL,;
As fragdes que melhor suprimiram o radical anion superdéxido e 6xido nitrico foram
FAq e FBuOH;
FAcOEt e FBuOH foram as que apresentaram atividade anti-hemolitica frente aos
agentes hemolizantes AAPH e HOCL;
A fracdo FACOEt apresentou propriedade antifiingica com atividade moderada frente a
C. albicans e C. krusei (125 ng/mL). A fracdo FAq apresentou fraca atividade frente a
C. kursei (250 pg/mL);
A fracdo FAcOEt (0,077 e 0,154 mg/mL) apresentou perfil de inibi¢do do tipo mista
sobre a cinética HRP/Guaiacol/H,O,. A fracdo FBuOH (0,095 e 0,190 mg/mL)
apresentou respectivamente dois tipos de inibi¢cdo, competitiva e mista para a mesma
cinética;
Apés cromatografia em coluna e separacdo dos picos cromatograficos por CLAE,
obtivemos os seguintes metabdlitos secunddrios identificados:

- FAc-1.1 = tilirosideo

- FAc-1.2 = 4c. Clorogénico

- FBuOH-1 = umbeliferona

- FBuOH-6.2 = tetrametoxicatequina

- FAQ-3 = galocatequina
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7 Conclusao

Plantas medicinais populares com M. nigra tem sido cada vez mais empregada na
fitoterapia popular. Com o intuito de avaliarmos seu potencial antioxidante e antimicrobiano,
concluimos que a apartir das fracOes isoladas das folhas de M. nigra foram possiveis
identificar cinco metabdlitos secundarios, sendo os flavonoides tirosideo, 5,7, 3°, 4’-tetra-
metoxi-catequina, galocatequina, € os compostos fendlicos como &cido clorogénico e a
cumarina umbileferona, todos comprovados por RMN-'H e °C, e validados pela literatura. Os
flavonoides isolados e identificados sdo os possiveis responsdveis pelas seguintes propriedades

evidenciadas:

i) O potencial supressor das formas radicalares sintéticas (DPPH e ABTS) e ERO,
além de formas oxidantes como o HOCI; devido principalmente ao conteudo de flavonoides
presentes nas fracdes FAcOEte FBuOH. A posicdo e o numero de hidroxilas presentes nessas

moléculas sao fatores relevantes para atividade antioxidante.

11) Propriedades inibitérias de cinética enzimdtica sobre a oxirredutase HRP com

inibi¢do do tipo mista para a FAcOEt e competitiva para FBuOH.

iii) Apresentaram potencial antifingico nas concentragdes testadas. A fracdo acetato
apresentou moderado efeito fungicida para C. albicans e C. krusei, porém a fracdo aquosa
apresentou fraca atividade fungicida contra C. krusei. Tanto o extrato bruto como as fracdes

ndo apresentaram atividade antibacteriana nas condi¢des ensaiadas.

Com excecdo da cumarina, todos estes compostos fendlicos identificados em nossa
pesquisa apresentam atividade anti radicalar, sendo provaveis agentes supressores das espécies
reativas estudadas, incluindo a atividade anti-hemolitica e antifungica. Devido a baixa
quantidade em massa obtida das biomoléculas isoladas, ndo foi possivel reproduzir os
principais ensaios anti-radicalares e antimicrobianos, para assim confirmar nossa teoria, porém
baseado em estudo de outros pesquisadores referenciados nesta tese, foi possivel chegar a

estas conclusdes.
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Anexo 1 Excicata de Morus nigra L.

EXSICATA w0 51999

PLANTAS DO BRASIL

Famila: Moracese
FAMILIA

Figura 108 — Exsicata de Morus nigra L. (Arquivo pessoal).



178

O projeto “Estudo da Acdo do Extrato Bruto de

Morus Nigra L. e fragdes fendlicas sobre a agdo antioxidante ou pro-

oxidante em Hemacias humanas”, encontra-se adequado em conformidade

com as orientagdes constantes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional
de Saude/MS.

Por essa razdo, o Comité de Etica em Pesquisa desta

Faculdade, considerou o referido projeto estruturado dentro de padrées

eticos manifestando-se FAVORAVELMENTE a sua execugao.
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