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ABSTRACT

Nasturtium (Tropaeolum majus L.) is an ornamenta rapid-growing plant native from
Mexico and Peru. Its leaves and flowers are used in culinary due to its adorning and
tasting qualities, as well as its medicina effects. The extraction was made by
maceration for 15 days of fresh leaves and flowers in ethanol (70%), after that alcoholic
extracts were lyophilized. The dried extracts were ressuspensed in ultrapure water. The
aims of this study were i) to evaluate whether or not flowers and leaves extracts
demonstrate antioxidant properties in Fenton free radical generation system (H-O, and
Fe(I1)); ii) to investigate its antioxidant mechanism and iii) to identify the fractions of
flowers and leaves extracts that are responsible for the antioxidant action. EPR results
showed that nasturtium alcoholic extracts can decrease the DMPO-"OH signal intensity.
We also observed that nasturtium’s extracts can protect biomolecules from oxidative
degradation caused by hydroxyl radicals. In 2-deoxyribose (2-DR) degradation, rat liver
homogenate lipid peroxidation and plasmid DNA damages assays the protection
conferred by the extracts were concentration dependent. In addition, increasing
concentrations of 2-DR (oxidative marker) had no impact on the antioxidant efficiency
of nasturtium extracts what indicates that antioxidant activity of both extracts are related
to an iron chelating ability. Also, increasing Fe(ll) concentration in the 2-DR, lipid
peroxidation and plasmid DNA damage assays decreases the nasturtium extracts
antioxidant percent of protection, which corroborates to an iron chelating mechanism of
antioxidant activity. UV-Vis spectrums of nasturtium extracts were modified by the
addition of Fe(ll) or Fe(lll). In the leaves spectrum was possible to observe the
formation of a complex with Fe(ll) and Fe(lll) after 30 minutes of incubation.
Preliminary studies based on the spectrophotometric ferrozine assay showed that both
extracts can reduce Fe(l11) to Fe(ll). Different fractions of extracts were separated, with
different retention time, using HPLC-RP and tested in 2-DR oxidative degradation
assay. The most hydrophilics fractions of each extracts have the most effective
antioxidant actions. Fractions of leaves extract showed the highest percentiles of 2-DR
protection and it can explain why leaves extract was more effective than flower extract
in all assays. In conclusion, these results suggest that nasturtium antioxidant properties
can be attributed to component(s) capable of chelating metals. Interestingly, leaves
extracts showed a more expressive antioxidant activity when compared to flowers
extracts. This result is an important nutritional finding because flowers are more used
in culinary than leaves.

Key words: Nasturtium, antioxidant, iron.
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RESUMO

Nasturtium (Tropaeolum majus L.) € uma planta ornamental de crescimento répido
nativa do México e Pau. As suas folhas e flores sdo utilizadas na culinaria, como
enfeite e devido as qualidades de sabor e pelos seus efeitos medicinais. A extracdo das
folhas e flores frescas foi feita por maceracao durante 15 dias em etanol (70%), depois
os extratos alcodlicos foram liofilizados. Os extratos secos foram ressuspensos em agua
ultra-pura. Os objetivos deste estudo foram i) avaliar se os extratos das flores e das
folhas possuiam ou ndo propriedades antioxidantes em sistema de geracdo de radicais
livres do tipo Fenton (H,O, e Fe (Il)); ii) investigar 0 mecanismo antioxidante e iii)
identificar as fragbes dos extratos das folhas e das flores que sdo responsaveis pela acdo
antioxidante. Os resultados de EPR demonstraram que ambos extratos alcodlicos
diminuiram a intensidade do sinal aduto DMPO-"OH. Também foi observado que os
extratos de capuchinha protegeram a degradacdo de biomoléculas por degradacéo
oxidativa causada pelo radical hidroxil. Nos ensaios de danos a 2-desoxirribose (2-DR),
de peroxidacdo lipidica com homogentato de figado de rato e de DNA plasmidial, a
protecdo conferida pelos extratos foi dependente da concentracdo do extrato. No ensaio
com concentracOes crescentes de 2-DR (marcador oxidativo) ndo ocorreu nenhuma
ateracdo na protecdo antioxidante dos extratos da capuchinha, indicando que a
atividade antioxidante de ambos extratos estdo relacionadas a capacidade de quelar
ferro. Além disso, 0 aumento da concentracdo de Fe (I1) nos ensaios da 2-DR, de
peroxidacdo lipidica e de DNA plasmidia diminuiu a porcentagem de protecdo
antioxidante dos extratos da capuchinha, 0 que corrobora para um mecanismo
antioxidante do tipo quelante de ferro. Foi verificada a diferenca entre os espectros UV -
Vis dos extratos e apos a adicao de Fe (I1) ou Fe (111). Nos espectros do extrato dafolha
foi possivel observar a formacdo de um complexo com Fe (1) e Fe (l1I), ap6s 30
minutos de incubagdo. Estudos baseados no ensaio espectrofotométrico da ferrozina
demonstraram que ambos os extratos podem reduzir Fe (I11) a Fe (II). As diferentes
fracOes dos extratos foram separadas, com diferentes tempos de retencdo, usando
HPL C-RP e a atividade antioxidante dessas fragOes foram testadas pelo ensaio da 2-DR.
As fracbes mais hidrofilicas de cada extrato apresentaram acdo antioxidante mais
efetiva As fracbes do extrato das folhas apresentaram os maiores percentuais de
protecdo a 2-DR, isso pode explicar o porqué que em todos 0s ensaios 0 extrato das
folhas foi mais efetivo que o extrato das flores. Estes resultados sugerem que a atividade
antioxidante apresentada pelos extratos da capuchinha possa ser atribuida a componente
(s) com capacidade de quelar metais. Curiosamente, o extrato das folhas demonstrou
uma atividade antioxidante mais expressiva que o extrato dasflores. Este resultado é um
importante achado nutricional porque flores sdo mais utilizadas na culinéria do que as
folhas.

Palavras-chave: Capuchinha, antioxidante, ferro.



1. INTRODUCAO

Os radicais livres estédo relacionados a diversas acBes primordiais para o
organismo tais como 0s processos de fagocitose e de regulagéo intracelular de sinais.
Por outro lado, em um processo conhecido como estresse oxidativo, os radicais livres
podem causar danos as biomol éculas, como a peroxidacéo lipidica da membrana celular
gque pode levar ao envelhecimento celular e desenvolvimento de uma variedade de
doencas como por exemplo o cancer e a doenca de Alzheimer (Halliwell & Gutteridge
1999; Ardestani & Y azdanparast, 2007).

Estresse oxidativo é definido como 0 processo no qual ocorre excesso na
producdo de radicais livres ou a remocao incompl eta dessas espécies, ou Sgja, ocorre um
desequilibrio entre o sistema de geracéo e o de remocado de radicais livres (Halliwell &
Guitteridge, 1999).

No organismo humano sdo produzidos radicais livres continuamente, porém,
possuimos um sistema de defesa natural, composto por antioxidantes endogenos, que
diminuem os danos causados pelos radicais livres (Barreira et al., 2008). Entretanto,
guando ocorre um desequilibrio entre a geragdo e o sistema antioxidante do organismo,
essas espécies podem causar danos ao organismo e se torna necessaria a suplementacéo
da dieta com antioxidantes exdgenos. Desta forma, € de grande importancia a busca por
novas fontes de antioxidantes exdgenos, que podem ser tanto de origem natural como
sintética (Barreiraet al., 2008).

Atualmente, existe grande interesse em descobrir fontes de antioxidante naturais,
principalmente por parte da inddstria cosmética e alimenticia. A indastria cosmética
busca novas fontes de antioxidantes para combater, entre outros, os sinais do

envelhecimento no corpo. Por outro lado, a industria alimenticia busca novos



antioxidantes que evitem a deterioracdo dos alimentos com efeitos menos téxicos ao
organismo do que os causados pel os antioxidantes sintéticos usados (Pan et al., 2007).

Outro grande fator que motiva a busca por antioxidantes naturais se deve a
relacdo do estresse oxidativo com a iniciacéo ou desenvolvimento de diversas doencas
(Kukic et al., 2006). Por isso existe um grande interesse em minimizar os danos
causados pel o estresse oxidativo. Portanto aingestdo de antioxidantes exdgenos, quer na
forma isolada ou na forma de alimento, poderia minimizar os danos causados pela acéo
dosradicaislivres.

Com o intuito de descobrir uma nova fonte antioxidante natural, que pode
inclusive ser inserida na dieta, esse trabalho se prop0s a estudar a atividade antioxidante
in vitro das flores e folhas da Capuchinha (Tropaeolum majus L.), planta comestivel

encontrada facilmente em todo o territorio brasileiro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Radicais Livres

Nas estruturas dos aomos e moléculas, os elétrons usualmente estéo
associados em pares, sendo que cada par movimentase em uma regido do espagco
definida em volta do nacleo, o orbital atdbmico. Esses dois elétrons possuem spins
0postos, ou sgja, um possui spin + %2 e o outro spin- Y2 (Halliwell, 2006).

O termo radical livre é dado a qualquer espécie quimica que contém um ou
mais elétrons desemparelhados e que é capaz de existir independentemente, como

ilustraa Figural (Halliwell, 2006).

a* 2p Q Q
w2 OO OO
a0 OO
g a2p (D @
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als ab ab

O
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Figura 1: Distribuic&o eletrénica do oxigénio molecular e do radical superdxido.
Fonte:Augusto, 2006.

Efetivamente todas as ligagdes quimicas sdo congtituidas por dois elétrons e
podem ser rompidas de duas formas diferentes. Na primeira, os dois elétrons da ligagéo

ficam presos a um dos fragmentos (1):

A—B— A" + B (1)



Uma vez que os dois fragmentos possuem cargas distintas, esse processo
denomina-se heterdlise e os fragmentos com cargas sdo naturalmente denominados ions
(Pryor, 1970).

No segundo processo de quebra de ligacdo, os dois elétrons da ligacéo
Separam-se simetricamente (2):

A—B— A +B (2

Esse processo denomina-se homodlise e os fragmentos sdo radicais livres
(Pryor, 1970).

As reacdes de quebra homolitica ocorrem devido a cisdo térmica, a todo tipo
de radiacdo eletromagnética ou ainda por processos de oxidacdo e reducdo (Santos,
1998).

As reacOes radicalares estdo divididas em trés fases: i) iniciagdo, quando se
originam os radicais, ii) propagacdo, em que 0 numero de radicais ndo se altera, mas o
elétron ndo emparelhado altera de posicdo e iii) terminagdo, em que os radicais sdo
destruidos e a cadeia é encerrada (Pryor, 1970).

Os radicais podem sofrer trés tipos principais de reacOes. combinacéo,
desproporcéo e transferéncia. As duas primeiras ocorrem entre duas espécies radicalares
e acontecem na fase de terminacdo (3,4). E a Ultima ocorre na fase de propagacéo,
guando um agente de transferénciareage com o radical (5) (Pryor, 1970).

Combinagéo 2CH3;-CH," — CH3-CH,-CH,-CH3 (€))
Despropor¢céo 2CH5-CH," — CH3-CHz+ CH,=CH;  (4)
Transferéncia R +Cl,— R-Cl + CI (5)

O radica livre pode reagir com uma espécie ndo radicalar de quatro formas,

enumeradas abaixo (Halliwell & Gutteridge, 1999):



1- Adicionando-se a outra molécula, formando um aduto radicalar (6).
X' +Y = [XY] (6)
2- Atuando como um agente redutor, doando o elétron (7).
X'+Y->X+Y" (7)
3- Atuando com um agente oxidante, recebendo um elétron. Exemplo: O
radical hidroxila oxida uma droga sedativa, a prometazina(8).
PR+OH — PR"+0OH (8)
4- Abstraindo o hidrogénio, por exemplo, em umaligacdo C-H (9).

—=CH+OH —» =C+H,0 (9)

2.2-Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Em condi¢bes normais, séo produzidos no organismo humano radicais livres de
carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio. Devido a alta reatividade e aos danos causados
ao organismo, destacam-se as espécies reativas de oxigénio (EROs). O termo EROs
refere-se a espécies que podem ou ndo apresentar elétrons desemparelhados em seu orbital
mais externo, porém podem intermediar a geracéo de espécies radicalares. As principais
espécies reativas de oxigénio sdo o préprio oxigénio molecular (O.), o perdxido de
hidrogénio (H205), o radical superdxido (O.") e o radical hidroxil (OH) (Halliwell &
Guitteridge, 1999).

O oxigénio molecular pode ser considerado um radica livre, visto que sua
distribuicéo eletronica mais estéavel é *O-Or, contendo um elétron desemparelhado em

cada oxigénio. A estrutura convencional de Lewis seria O=O mas analises

paramagnéticas mostraram que a molécula de O, possui elétrons desemparelhados

(Masterton et al., 1990).



O radical superdxido pode ser gerado por diversos processos exemplificados no
Esquema 1.

O
Hipoxantina
Xantina
Oxidase
Xantina
Acido Urico FAD FADH,
NAWﬁﬂ NADH+H*
NADPH Oxidase
g T >
Mitocondria
NADPH+H NADP* A
Citocromo
Puso
O,

Esquema 1: Geracdo do radical superéxido.

As enzimas NADPH oxidase se encontram principamente no interior das
células fagociticas e se ativam produzindo EROs como mecanismo de defesa,
ameacadas por patdgenos (Fainstein, 2008a). Essas enzimas podem ser encontradas
também em células ndo fagociticas, sendo que as EROs produzidas regulam a cascata de
sinaisintracelular (Droge, 2002).

A enzima xantina oxidase participa da degradacdo das purinas, catalisando a
transformacéo da hipoxantina em xantina e a xantina em acido Urico. Contudo, nesses
dois passos, ocorre a producdo de radical superoxido e acreditase que este estaq
envolvido em danos na reperfusdo e, conseguentemente, com alteracOes cardiacas
(Fainstein, 2008b).

O papel classico amplamente descrito para o citocromo Paso esta relacionado ao

metabolismo de xenobidticos, entretanto, também esta relacionado a producéo de EROs



gue produzem efeitos toxicos ligados a patologias, sabe-se que a geracéo do radical
superdxido pelo citocromo Pasp estarelacionada a artrite reumatoide (Fainstein, 2008c).

Grande parte do radical superdxido produzido é proveniente da mitocdndria,
sendo que essa producdo acontece em dois pontos da cadeia transportadora de el étrons,
nos complexos | e 11l (Finkel & Holbrook, 2000). Estima-se que de 0,1 a 0,4% do

oxigénio consumido € convertido a radical superdxido cuja reatividade é relativamente

baixa se comparada a reatividade do radical hidroxil (*OH) (Hermes-Lima, 2004a;

Andrade Jr, 2004).

O radical superoxido sofre protonacdo, pois age como base fraca originando
assim o radical hidroperoxido (10) que sofre desproporcionamento, formando peroxido
de hidrogénio (11). Dessa forma, a maior parte do superdxido produzido in vivo
converte-se em peroxido de hidrogénio por processos ndo enzimaticos ou por acéo da

enzima superoxido dismutase (SOD) (Santos, 1998; Droge, 2001).

O;" +H"— HO; (10)

2HO; — H02+ Oz (11)

O perdxido de hidrogénio ndo é um radical livre, porém suas propriedades sdo
importantes, pois possui a capacidade de atravessar membranas bioldgicas e é requerido
na formacdo de oxidantes mais potentes, por exemplo, o radical hidroxil ('OH) a partir

do radical superéxido (12) (Hermes-Lima, 2004a; Santos, 1998).

O +H,0,— HO +0, +'OH  (12)

O radical hidroxil (HO) também pode ser formado pela reagcdo do peréxido de

hidrogénio com um metal de transicdo na sua forma reduzida, como o ferro Il (13) e o



cobre | (14) (Fenton, 1893 apud Andrade Jr, 2004; Torres, 2008).

Fe(ll) + H:02 — Fe(lll) + OH +'OH  (13)

Cu(l) + H,0, — Cu(ll) + OH +'OH  (14)

O radical hidroxil possui uma alta reatividade e por isso tem a capacidade de
reagir com as biomoléculas préximas, provocando danos em carboidratos, lipidios,
DNA e proteinas. Desse modo, o radical hidroxil pode inutilizar a célula e levar a um
quadro de apoptose celular, logo esse radical esta intimamente relacionado ao

envelhecimento e a diversas patologias (Halliwell e Gutteridge, 1999; Hermes-Lima,

20044).

2.3-Efeitos Biologicos dos EROs

A expressdo “estresses oxidativo” é usada pra descrever diversos processos
danosos resultantes da fata de equilibrio entre a formacdo de espécies oxidativas e o
sistema de defesa antioxidante. Um incontrolavel aumento da concentracéo de radicais
livres resulta em uma série de reacGes que pode causar a oxidacdo de biomoléculas
(Turrens, 2003).

O estresse oxidativo pode resultar: 1- da diminuicdo da atividade antioxidante,
devido a mé nutricdo e a doencas genéticas; 2- da producdo excessiva de EROS
resultante do efeito de drogas, da poluicdo, do acool, de pesticidas, do alto consumo de

colesterol, ferro e gorduras insaturadas. (Halliwell, 1996; Santos, 1998).

2.3.1-Oxidac¢ao do DNA, Proteinas e Lipidios

As espécies oxidantes atacam tanto as bases nitrogenadas do DNA quanto



também a desoxirribose. A identidade desses oxidantes ainda é matéria de investigacéo,
sendo relatada a agdo principalmente do radical hidroxil (OH) e do ion peroxinitrito
(ONOQ) (Loureiro et al., 2002 ; Barreiros et al., 2006).

Tanto as EROs quanto as espécies reativas de nitrogénio estdo relacionadas com
0 dano oxidativo do DNA, provocando a quebra da dupla fita de DNA e modificagdes
oxidativas nas bases nitrogenadas; podendo resultar em um processo potencialmente
mutagénico e carcinogénico (Hermes-Lima, 2004a; Medeiros, 2008). O radical hidroxil
pode se adicionar as bases do DNA ou abstrair &omos de hidrogénio das mesmas ou da
desoxirribose, originando diversos produtos como a 8-hidroxiguanina. O peroxinitrito,
também responsavel pela formagdo de produtos oxidados do DNA, pode-se difundir
intracelularmente e, a partir dele, diferentes espécies reativas de nitrogénio e de
oxigénio sdo formadas, podendo ser as responsaveis pelos danos causados a0 DNA
(Loureiro et al., 2002 ; Barreiros et al., 2006).

Com relacdo ao dano causado as proteinas, as EROs podem agir na cadeia lateral
da proteina, onde atacam preferencialmente os seguintes aminoacidos. cisteina,
histidina, triptofano, metionina e fenilalanina. Esse ataque pode resultar na oxidagédo de
grupos sulfidrila (-SH) e clivagem de ligacOes peptidicas podendo ter como conseqgiiéncia
a perda da atividade enzimatica, dificuldade no transporte ativo das membranas, citélise
e morte celular. Dentre os produtos formados por essa oxidacdo estdo as proteinas
carboniladas que possuem o papel de marcadores bioquimicos da oxidagdo protéica
(Barreiros et al., 2006; Hermes-Lima, 2004a; Pifia & Pifia, 2008).

O atague radicalar aos lipidios € conhecido como peroxidacdo lipidica. A
membrana é um dos componentes celulares mais atingidos pela acdo dos EROs. Esse
ataque produz ateracdo da permeabilidade da membrana e resulta na perda da

seletividade na troca i6nica e liberagdo do conteldo de organelas como as enzimas



10

hidroliticas dos lisossomas e formacdo de produtos citotdxicos, resultando na morte
celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

A peroxidacéo lipidica € desencadeada quando as ligacdes duplas de &cido graxo
polinsaturado dos lipidios sdo atacadas pelos radicais livres como o *OH, que € uma
espécie suficientemente reativa para abstrair um aomo de hidrogénio. Depois de

iniciado o processo, ele se torna auto-catalitico. A figura 2 resume as trés fases do

processo da oxidacéo dos lipidios (Vladimirov et al.,1980 apud Santos,1998).

Iniciacio Propagacio Terminagio
0, Aldeidos

LH - L' —>— LOO" ¢ LOOH /~- LO"——= | Cetonas

HO*| H,0 LH L Fe* Fe'*+ HO" Epéxidos

Figura 2: Representacdo geral das fases da peroxidacéo lipidica.
Fonte: Loureiro et al, 2002.

Na fase de iniciag&o, ocorre a abstracdo do &omo de hidrogénio do écido graxo
poliinsaturado (LH). Quando o a&omo de hidrogénio é abstraido, ele forma uma
molécula com um elétron desemparelhado, levando a formacéo de um radical lipidico

(L) (Hermes-Lima, 2004a; Loureiro et al., 2002).

Na fase de propagacdo ocorre adicdo de uma molécula de O, ao radical lipidico,
resultando na formacéo de um radical peroxil (LOO") que pode reagir com outro &cido
graxo poliinsaturado, originando outro radical lipidico. O radical LOO" combina-se com
outro &omo de hidrogénio, resultando em um hidroperdxido lipidico (LOOH) que é
instavel na presenca de metais de transicdo, como o ferro e o cobre, resultando na
formagdo de radicais como acoxil (LO") e peroxil (LOO), capazes de abstrair um
atomo de hidrogénio da cadeia de outro &cido graxo polinsaturado, propagando, dessa

maneira, a peroxidagdo lipidica (Savin & Bamori, 2008; Loureiro et al., 2002).
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Na fase de terminacéo, sdo formados produtos secundarios, mais estaveis que 0s
radicais livres, que iniciaram 0 processo, e os radicais lipidicos formados durante a
propagacao (Loureiro et al, 2002). O fim da reacdo de peroxidacdo ocorre quando
acabam os substratos, ou quando ha reacfes de dimerizacdo (15,16), acoplamento (17)
ou com a agdo de antioxidantes como a vitamina E (Savin & Bamori, 2008; Santos,

1998).

LOO +LOO — LOO-0O0L  (15)

LO'+LO —LO-OL  (16)

LOO + LO — LOO-OL  (17)

2.3.2-Doencas relacionadas as EROs

A produgdo excessiva de radicais provavelmente contribui nos danos teciduais
em doencas como a artrite reumatoide e a inflamagOes intestinais como a doenca de
Crohn e as colites ulcerativas. Além disso, 0os danos oxidativos possuem uma relacéo
com o aceleramento das doencas neurodegenerativas. Existem anda doencas
diretamente relacionadas com a formacéo de radicais livres, como a doenca de Wilson,
hemocromatose e B-talassemia. O dano causado pela oxidagdo lipidica nas paredes dos
vasos sanguineos contribui significativamente para o desenvolvimento de aterosclerose.
Outro exemplo € a oxidacdo do DNA que pode contribuir para 0 agravamento do cancer

(Halliwell, 1996).
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2.3.2.1-Cancer

Esta doenca se caracteriza pela multiplicagdo e propagacdo descontrolada no
organismo de formas anormais das préprias células corporais. As células cancerosas
exibem quatro caracteristicas que as diferenciam das células normais. possui
proliferacdo descontrolada, desdiferenciacéo e perda de fungdo, poder de invasdo e
sofrem metéstase (Robbins ez al., 2000).

Existem duas principais alteracGes genéticas que levam ao desenvolvimento do
cancer: i) ativagé dos proto-oncogenes (genes que regulam a divisdo, a apoptose e a
diferenciacdo das células) em oncogenes; ii) inativacdo dos genes supressores tumorais
(genes que tém a capacidade de suprimir alteragdes malignas) (Robbins et al, 2000;
Rang et al, 2004).

Oxidantes como o peréxido de hidrogénio e o radical superéxido podem induzir
experimentalmente a ativacdo do oncogenes e também conduzem a inativacdo de genes
supressores acentuando, dessa forma, a proliferacdo de células cancerigenas (Garcia et
al, 2004).

As vias mais importantes de disseminacdo de células cancerosas sd0 0S vasos
sanguineos e linféticos. O atagque de radicais livres as células endoteliais resulta em
liberac8o de proteases que posteriormente podem degradar as membranas. Essa agéo
sobre as membranas esta associada a geracdo de compostos quimicos que atraem as
células tumorais. Em estudos experimentais, foi observado um aumento do nimero de
células tumorais retidas nas paredes dos vasos depois da acdo de EROs (Garcia et al.,
2004).

Niveis elevados de produtos resultantes de danos oxidativos ao DNA foram
encontrados em tecidos de céancer de mama, pulmdo, célon, cérebro e ovério

em relacdo aos nivels presentes em areas adjacentes (Loureiroet al., 2002).
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2.3.2.2-Aterosclerose

Na aterosclerose ocorre um espessamento das paredes vasculares com
estreitamento do didmetro vascular, podendo induzir uma lesdo isquémica. A
aterosclerose comeca quando a artéria sofre uma lesdo endotelial e os macréfagos
migram da corrente sangliinea para a parede da artéria, transformando-se em células que
acumulam materiais gordurosos. No decorrer do tempo, esses macréfagos gordurosos
acumulam-se e provocam um espessamento em forma de placas no revestimento interno
da artéria(Robbins et al., 2000).

Os radicais livres estdo envolvidos no desenvolvimento e na progresséo da
aterosclerose, visto que eles atacam o0s é&cidos graxos insaturados, produzindo a
peroxidacdo em cadeia da membrana das células do endotélio vascular, e também

oxidam as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Rodrigues, 2000).

2.3.2.3-Doenc¢as neurodegenerativas

O estresse oxidativo é citado entre 0s mecanismos responsaveis pela morte
neuronal nos distarbios neurodegenerativos. A formagdo das espécies reativas de
oxigénio é elevada pelo acumulo de calcio na mitocondria, além disso, o calcio ativa a
Oxido nitrico sintase, produzindo uma maior quantidade de oxido nitrico (NO) que na
presenca EROs gera outros radicais como 0 peroxinitrito (Rang et al., 2004). Esses
radicais colaboram para a morte neuronal, pois lesam os lipidios de membrana, DNA e
proteinas. Marcadores do estresses oxidativo ja foram encontrados em exames pos-
morte de cérebros de pacientes com alguma desordem neurodegerativa (Klein &
Ackerman, 2003).

Na doenca de Parkinson, o dano cerebral esta relacionado ao acimulo de ferro,
aumento na peroxidacdo lipidica, oxidacdo de DNA e proteinas carboniladas. Porém o

acumulo de ferro € um evento secundério, pois ocorre em estagios mais avancados da



14

doenca. JA na doenca de Alzheimer, a perda da homeostase do célcio contribui parauma
disfuncdo na mitocondria, resultando em uma elevacdo na producdo de radicais livres,

podendo causar morte neuronal (Hermes-Lima, 2004b).

2.3.2.4-Doencas relacionadas ao acaimulo de ferro e de cobre

Os metais de transicdo ferro e cobre sdo toxicos ao tecido animal, pois ambos
podem catalisar a formagdo do radical hidroxil (OH) e este, por sua vez, desencadeia a
peroxidacdo lipidica, causando danos celulares (Robbins et al., 2000; Andrade Jr,
2004).

A hemocromatose € uma doenca em que ocorre um acumulo excessivo de ferro
em todo o organismo, mas principa mente no figado e no pancreas. O acumulo de ferro
pode ocorrer devido a uma absor¢do intestinal excessiva de ferro, (hemocromatose
hereditaria), ou devido a administracéo parenteral de ferro (hemocromatose secundaria).
Os sintomas principais da hemocromatose séo hepatomegalia, cirrose hepatica, dor
abdominal, disfuncdo cardiaca, alteracdo na homeostase da glicose, amenorréia na
mulher e perda de libido e impoténcia no homem. A hemocromatose hereditaria € um
disturbio recessivo homozig6tico, cuja mutacdo mais comum é a substituicdo datirosina
pela cisteina na posicdo 282 (C282) da proteina HFE, que regula expresséo do DMT1,
transportador de ferro no |imen intestinal. Essa mutacdo do HFE leva a uma super-
expressao de DMT1 e, conseqlientemente, aumenta a absor¢ao de ferro (Robbinset al.,
2000; Allen et al., 2008; Franchini, 2006).

A doenca de Wilson é um disturbio autossdmico recessivo, causado por uma
deficiéncia ou auséncia de uma AT Pase transportadora de cobre, ocorrendo um acimulo
de cobre em 6rgdos como o figado, cérebro e olhos. Os sintomas principais sdo: doenca

hepatica aguda ou cronica, irritabilidade, agressividade, declinio intelectual, alteragdes
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de consciéncia e uma sindrome semel hante a doenca de Parkinson (Robbins ez al., 2000;
Rodrigues & Dalgalarrondo, 2003).

A B-talassemia consiste na auséncia total ou redugdo na sintese de cadeias de B-
globina estruturalmente normais e com sintese normal de cadeia a. Um dos efeitos
negativos é a absor¢do excessiva de ferro da dieta. Esse fator, somado as repetidas
transfusdes sangliineas necessarias ao paciente, resulta em uma sobrecarga de ferro em

6rgdos como o figado e o coracéo (Robbins et al., 2000; Cappellini et al., 2006).

2.4- Defesas Antioxidantes

A definicdo mais relevante biologicamente de antioxidantes € “qualquer
substéncia que, quando presente em baixas concentracbes comparadas aguelas de um
substrato oxidavel, significativamente previne a oxidacdo deste substrato”, considerando
substrato oxidado todo tipo de molécula encontrada in vivo (Halliwell e Gutteridge,
1999).

Os organismos aerobios, inclusive algumas bactérias anaerdbias, desenvolveram
uma série de mecanismos protetores com o intuito de reduzir os danos causados pela
toxicidade das EROs. Esses mecanismos compdem o sistema de defesa antioxidante
(Hermes-Lima, 2004a; Ginani, 2005).

O sistema de defesa antioxidante tem como objetivo inibir ou diminuir os danos
causados as células pelos radicais livres. Esse sistema pode ser dividido em quatro
classes: i) defesa antioxidante primaria, ii) defesa antioxidante auxiliar, iii) complexante
de metais e iv) sistema de reparo enzimatico (Hermes Lima, 2004a), conforme ilustra o

esguema 2.
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2.4.1- Defesa antioxidante primaria

Esse sistema antioxidante € composto por antioxidantes enziméticos e nao-
enzimaticos, e reagem diretamente com as EROs (Hermes-Lima, 20044).

O sistema enzimatico € formado por diversas enzimas, destacando-se a
superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)
(Hermes-Lima, 20043).

A enzima SOD protege dos danos causados pelos radicais, catalisando a
dismutacdo do radical superéxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio (18) (Vako et
al, 2005; Santos, 1998). Essa transformagdo ocorre normamente em pH fisiolgico,

mas € acel erada pela acdo dessa enzima. (Hermes-Lima, 20044).

20"+ 2H" —» 02+ H202  (18)

A enzima SOD possui duas isoformas: associada ao cobre e ao zinco (Cuzn-
SOD), com agdo principalmente no citosol, e associada ab manganés (Mg-SOD), cujo
local de acéo € na mitocdndria (Haliwell,1996; Valko et al., 2007).

Outra enzima importante € a catal ase, |ocalizada nos peroxissomas. Ela promove
a dismutagao do perdéxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, (19) (Valko et al., 2007;

Hermes-Lima, 20043).

2H202 EE— 02+2H20 (19)

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima sel énio-dependente que catalisa a
decomposicdo de perdxidos (perdxido de hidrogénio), utilizando como substrato a
glutationa reduzida (GSH) que é oxidada a glutationa oxidada (GSSG) (20) (Hermes-

Lima, 20044).
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H,0, + 2GSH — GSSG +2H,0  (20)

A defesa ndo enzimética € congtituida pelos antioxidantes de baixo peso
molecular (ABPM), que podem ser divididos em enddgenos e exdgenos. Entre os
endogenos destaca-se a glutationa. Entre os exégenos destacam-se a vitamina C, o afa-
tocoferol, os carotendides e os polifendis (HermesLima, 2004a). Os compostos
antioxidantes exdgenos sdo obtidos a partir da dieta, 0 que demonstra a importancia da
nutricdo adequada com a defesa antioxidante.

Os antioxidantes de baixo peso molecular podem atuar de trés formas:. i)-
diretamente sobre o radical livre, abstraindo o elétron desemparelhado e doando um
atomo de hidrogénio ou se ligando ao radical, formando um radical menos reativo; os
antioxidantes desse grupo sdo chamados de sequestradores (Klein er al., 1981 apud
Andrade Jr, 2004); ii)- quelar o metal (Morel et al., 1993 apud Andrade Jr, 2004); iii)-
ou podem agir das duas maneiras.

A glutationa, antioxidante hidrofilico, € um tripeptideo formado por residuos de
glicing, cisteina e glutamato. Sua capacidade redutora € determinada pelo grupamento —
SH presente na cisteina. O residuo da cisteina trabalha como um redutor intracelular,
sendo capaz de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre, formando, dessa
forma, um radical GS que, por dimerizacdo, forma glutationa oxidada (GSSG) (Vako
et al., 2007).

2GSH + 2Asc — GSSG + 2AscH™  (21)

O &cido ascorbico (vitamina C) € hidrossolGvel, e sua propriedade quimica mais
importante € a capacidade de agir como agente redutor (22). Em pH fisiologico, 99,9%
da vitamina C est4 na forma idnica (AscH) (Valko et al., 2007). O radica formado

(Asc) é denominado de radical ascorbil, que é mais estével e, por isso, menos reativo
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com as biomoléculas (Hermes-Lima, 20044).
AscH + 'OH - H20+Asc™  (22)

Devido a sua capacidade redutora, o acido ascorbico pode participar de reacbes
formadoras de radicais livres, através da reducéo de Fe* e Cu " aFe*" e Cu™, que sdo
metais que participam da reacdo de Fenton. Ele também funciona como um antioxidante
auxiliar regenerando a vitamina E. (Buettner, 1993 apud Ginani, 2005 ; Siqueira &

Arruda, 2008a).

O dfatocoferol, constituinte da vitamina E, previne a propagacdo da
peroxidacdo lipidica, sendo lipossolivel e presente em altas concentracbes na

membrana celular (Hermes-Lima, 2004a).

O dfatocoferol inibe a peroxidacdo lipidica pela doacdo de um hidrogénio ao
radical peroxil, formando, dessa forma, o radical tocoferil que possui a capacidade de

estabilizar em sua estrutura o eléron desemparelhado (23) (Bamori, 2008).
LOO’ + dfaToc-OH — LOOH + alfaToc-O" (23)

A GSH, anteriormente descrita, age como um antioxidante auxiliar, pois reduz a
forma oxidada do afatocoferol, mantendo-o na forma reduzida e funcional (24) (Vako

etal., 2007).

afaToc-O" + GSH — alfaToc-OH + GS™ (24)
2GS — GSSG

Os carotendides possuem caracteristica lipossoluvel e estdo relacionados a
interrupcdo da peroxidacdo lipidica, estando geramente ligados a lipoproteinas.

(Hermes-Lima, 2004a). Os carotendides podem reagir de trés maneiras com as EROs:
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transferir um elétron (25), remover atomo de hidrogénio (26) ou podem se adicionar as

EROs (27) (Siqueira & Arruda, 2008Db).
LOO + CAR — LOO +CAR™ (25)
LOO + CAR — LOOH + CAR"  (26)
LOO + CAR — (LOO-CAR)" (27

Os polifendis sdo produtos provenientes do metabolismo secundario das plantas,
sendo abundantes em frutas, verduras, sementes, casca de arvores e bebidas como café,
vinho tinto, cervejae chas. Sabe-se que os polifendis protegem as células do ataque das
EROs, funcionando como sequiestradores de radicais livres. Eles doam rapidamente um
hidrogénio para o radical livre, inibindo a oxidacdo das biomoléculas. Além disso,
inibem a atividade da xantina oxidase e aumentam a atividade de enzimas antioxidantes

como a SOD (Hermes-Lima, 2004a; Vako, 2007).

2.4.2- Defesa antioxidante auxiliar

Esse sistema trabalha, dando suporte ao funcionamento das defesas
antioxidantes primérias, por exemplo, reciclando ou sintetizando substratos de enzimas
antioxidantes (Hermes-Lima, 2004a).

A glutationa redutase (GSH-Rd) reduz a glutationa oxidada (GSSG) a glutationa
reduzida (GSH) mantendo os niveis de GSH. Porém esse processo requer o gasto de
NADPH (28), sendo que a enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase reduz o NAD*
(Hermes-Lima, 2004a).

GSSG + NADPH+H® — 2GSH + NADP*  (28)
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2.4.3- Complexante de Metais

Esse grupo é formado por proteinas ou moléculas de baixo peso molecular, que
previnem ou minimizam a participacdo do ferro e do cobre em reaces de geracéo de
radicaislivres (Valko et al., 2007).

Entre as proteinas destaca-se a ferritina e a transferrina, que est&o envolvidas no
metabolismo de ferro, sendo a ceruloplasmina uma proteina envolvida no metabolismo
do cobre. Entre os compostos de baixo peso molecular destacam-se o fosfato, o ADP, o
ATP e o citrato, que sdo compostos enddgenos. Entre os provenientes da dieta, destacam-se

os polifendis (Halliwell & Gutteridge, 1999; Ginani, 2005).

2.4.4- Sistema de reparo enzimatico

Esse sistema é constituido por enzimas capazes de reparar, em parte, 0s danos,
no DNA e nas proteinas, causados pelo ataque de EROs (Hermes-Lima, 20044).

Quando os radicais livres atacam o0 DNA, o resultado sdo alteracdes estruturais e
funcionais. Um dos meios de reparar esse dano é o processo de excisdo, no qual as
bases modificadas podem ser removidas pela acéo das endonucleases ou pela acdo das
glicosilases. No sistema de reparo de proteinas, apenas dois produtos resultantes do
dano oxidativo de aminoacidos podem ser restaurados, o dissulfetos e metionina
sulfoxido, que foram formados respectivamente pela oxidacdo da cisteina e metionina

(Ginani, 2005; Hermes-Lima, 2004a).
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Esquema 2: Sistema de defesa antioxidante.
Fonte: Adaptado de Hermes-Lima, 2004a
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2.5-Tropaeolum majus L.

A planta Tropaeolum majus L. é da familia Tropaeolaceae, conhecida
popularmente como capuchinha, chaguinha, capuchinho, mastruco do Peru, agrido do

México, nasturcio e capuchinha grande (Lorenzi & Matos, 2002).

A capuchinha € uma herbacea aromética e com sabor semelhante ao do agrido,
Com ramos rasteiros, carnosos, retorcidos, de 1 a 2 metros de comprimento. Suas folhas,
peltadas, longo-pecioladas, com nervuras principais saindo do ponto de inser¢do, com 5
a 9 centimetros de didmetro. Suas flores solitérias sGo grandes e vivamente coloridas,
podendo ser vermelhas, aaranjadas, brancas ou amarelas (Figura 3). Essa planta

multiplica-se por sementes (Lorenzi & Matos, 2002).

Figura 3: Capuchinha (Tropaeolum majus L.)

A capuchinha é nativa das regides montanhosas do México e do Peru (Lorenzi &
Matos, 2002). Mas por causa da sua rusticidade e capacidade de adaptacéo a climas
variados, espal hou-se rapidamente pelo mundo (Sangalli ez al., 2004). No Brasil, devido
0s seus fins ornamentais e medicinais, a capuchinha é bastante cultivada nas regides sul

e sudeste (Lorenzi & Matos, 2002).
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A plantainteira tem sabor picante, e suas flores e folhas comestiveis sdo usadas
principalmente em saladas, aém de destacar-se pela mlltiplas atividades medicinais
(Nizzu & RodriguesAmaya, 2005; Santo et al., 2007). Entre as atividades medicinais
destacam-se: antimicrobiana, antimicotica, antiviral, antitumoral, antiespasmotica,
expectorante, estimulante do bulbo capilar. E usada principalmente em infeccBes
urindria, respiratéria e oftamologica (Sangalli et al, 2004; Nizzu & Rodrigues-Amaya,

2005; Santo et al., 2007; Zanetti et al., 2004).

Importantes compostos ja foram isolados da capuchinha: 6leos essenciais,
enzima mirosing, agucares (glicose e frutose), pigmentos, resinas, pectinas, vitamina C,
e sais minerais. Verificou-se a presenca dos grupos quimicos. cardioativos,

antracenosideos e saponinas (Sangalli et al., 2004)

A flor é rica em luteina, sendo que a flor amarela apresenta uma quantidade
maior que a flor laranja. Seu uso é relacionado com a prevencéo de doencas graves da
visdo, como a degeneracdo macular e a catarata, principal causa de cegueira entre
pessoas com mais de 55 anos. As folhas contém uma quantidade menor de luteina
guando comparadas com as flores, porém possuem uma quantidade bem maior de f3-

caroteno (Nizzu & Rodrigues-Amaya, 2005).

A semente € rica em acido erucico, conhecido como 6leo de Lorenzo, que €
utilizado no tratamento da adrenomielopatia, alteracdo genética que resulta em uma
degeneracdo progressiva do sistema nervoso e que afeta principalmente criangas entre

5-10 anos (Zanetti et al., 2004, Santo et al., 2007).

Sabe-se que o extrato alcodlico das folhas e flores da capuchinha é constituido
por compostos fendlicos, sendo principalmente flavondides. Um deles é isorquercitina

encontrada na folha. O &ido clorogénico é encontrado nas folhas e flores e a



24

pelargonidinas estdo presente apenas nas flores (Figura 4) (Santo et al., 2007).

[s} OH
oS HO )
@
o} HO (0]
SN 2,
0 OH 1o
0 OH
= OH
Ho i
A HO OH B o C

Figura 4: Estrutura molecular dos polifendis presentes na capuchinha. (A) Isoquercitina; (B) Acido
Clorogénico; (C) Pelargonidinas

Outro composto que esta relacionado a atividade antimicrobiana, antiviral e
antitumoral produzida pelos extratos dessa planta € o benzilisotiocianato (Zanetti et al.,
2004; Santo et al., 2007; Pintdo et al., 1995). Esse composto € produto da hidrélise
enzimatica da glucotropaeolina, um produto do metabolismo secundario da planta
(Aucagne et al., 1999). A glucotropaeolina é um composto aromatico caracteristico da
Capuchinha, e esta relacionado ao sistema de defesa da planta. A enzima responsavel
por essa hidrélise é a mirosina. Em uma célula intacta, essa enzima encontra-se em
compartimentos separados da glucotropaeolina, porém, apds a ruptura do tecido, ocorre
uma rdpida degradacdo desse produto natura, resultando na formagdo do

benzilisotiocianato (Figura 5) (Wielanek & Urbanek, 1999; Kleinwachter & Selmar,

2004).

Mirosina R
J%e " QCHZ*N:CzS

502

Glucotropaeolina Benzilisotiocianato

Figura 5: A¢do daMirosina
Fonte: Kleinwachter & Selmar, 2004.
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3. OBJETIVOS

A literatura relata diversas atividades biologicas dos extratos da Capuchinha,
esse trabalho, porém tem como objetivos gerais: analisar se 0s extratos possuem uma
atividade antioxidante, investigar por qual mecanismo de acdo essa atividade acontece e

identificar afragcdo presente do extrato alcodlico responsavel por essa atividade.

Os objetivos especificos; i) avaliar o efeito antioxidante dos extratos em sistemas
de geracdo radicalar mediados por reagentes de Fenton por meio da: hidroxilagcdo do
5,5-dimetil-1-pirrolinaN-6xido (DMPO), degradacdo oxidativa da desoxirribose (2-
DR), oxidacao de lipidios e oxidacdo do DNA e, ii) avaliar o efeito da adicdo de Fe(Il) e
Fe(lll) no espectro de absorcdo dos extratos, iii) separar as fragdes presentes nos
extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e iv) testar a atividade antioxidante

das fragfes usando paraisso 0 ensaio da degradacéo da 2-DR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1- M ateriais

4.1.1- Planta

A plantafoi obtida no Jardim Boténico de Brasilia e foi analisada pela propria
instituicdo e pelo herbério da UnB que atestaram tratar-se de um exemplar da espécie

Tropaeolum majus L.V &ios exemplares da plantaforam utilizados neste estudo.

Para cada preparacéo dos extratos, foram utilizados 40g de folhas de diversos

didmetros, variando de 4 a 8 centimetros e 40g de flores solitérias que apresentavam

coloragdo laranja (Figura 6).

Figura 6: Foto daflor e da folha coletada.

4.1.2.Reagentes

Foram utilizados reagentes de qualidade analitica adquiridos da Sigma
Chemical Co. Vetec © Merck Inc. sendo estes. acetonitrila, &cido borico, écido

cloridrico, &cido fosférico, &cido trifluoracético (TFA), &cido tiobarbitdrico (TBA),
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agarose, acool etilico, azul de bromofenol, brometo de etideo, glicerol, hidréxido de
sodio, butil hidroxi tolueno (BHT), citrato de sodio, cloreto férrico (Felll), cloreto de
potéssio, 5,5 dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO), écido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), perdxido de hidrogénio, sulfato ferroso amoniacal (Fell), tamp&o hepes (&cido
N-(2-hidroxietil) piperazina-N-2-etanosulfonico), 2-desoxirribose (2-DR), tampéo tris-

base.

Todas as solucbes, com excecdo do Fe(lll) e TBA, foram preparadas apenas
em agua ultra-pura (obtida em sistema de purificacdo Milli-Q da Waters), sendo que a
solucéo de sulfato ferroso amoniacal foi preparadadiariamente. A solucdo de Fe(lll) era
preparada em HCI (10 mmoI.L'l) diariamente, ja a solucdo de TBA era preparada em

NaOH ( 50 mmol.L ™) acada dois dias.

4.2- Métodos

4.2.1- Obtencao dos extratos alcodlicos

Os extratos acodlicos foram obtidos a partir das flores ou folhas frescas da
planta, pela técnica de maceracdo, protegido da luz, por um periodo de 15 dias em
etanol 70% (Simoes et al., 2004; Sertié et al., 2005). O macerado foi filtrado em 1a de

vidro.

4.2.2- Obtencao dos extratos secos

Os extratos hidroalcoolicos (70%) obtidos foram diluidos em agua ultra-pura
para 10% e depois foram congelados em nitrogénio liquido e liofilizados. O extrato seco

teve sua massa determinada, e foi entdo dividido em aliquotas e armazenado em
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geladeira a umatemperatura de 4°C.

O extrato seco era ressuspenso em agua ultra pura em uma concentragdo estoque
de 1 mg/mL. Depois os extratos eram homogenei zados no agitador e centrifugados por
5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante era utilizado nos experimentos e essa solucéo

era preparada diariamente.

4.2.3- Ressonancia Paramagnética Eletronica

A ressonancia paramagnética eletrénica (do inglés Electron Paramagnetic
Resonance — EPR) foi desenvolvida por Zavoisky no ano de 1945. Diferente das outras
técnicas, que serdo apresentadas, a técnica de EPR detecta diretamente os radicais livres
formados. Essa técnica mapeia a distribuicdo do elétron desemparelhado em uma
molécula. Uma amostra com elétron(s) desemparelhado(s) ao ser submetida a um
campo magnético externo interage com este provocando uma separacdo em dois niveis
energéticos, um com menor energia (el étrons orientados a favor do campo magnético) e
outro com maior energia (el étrons orientados contra 0 campo magnético). No aparelho,
a amostra foi colocada em um imé e irradiada com uma fonte de microondas que
forneceu energia suficiente para a ressonancia. Essa energia € igua a diferenca de
energia entre os dois nivels energéticos sendo que a absorbancia dessa energia foi
medida, fornecendo um espectro de EPR caracteristico do radical (Figura 7) (Augusto,

2006).

}_‘

10G

Figura 7: Espectro do aduto DMPO-OH

Um dos problemas encontrados para detectar o sinal do radical hidroxil, é que
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sua estabilidade é de menos de 1x10° segundos Por isso utilizamos um captador de
spin (“spin trap”) o DMPO, que reage com o radical produzindo um radical aduto mais
estavel (radical 2-hidroxi-5,5-dimetil-1-pirrolidiniloxi) que se acumula e atinge

concentracOes detectaveis no aparelho de EPR (Figura 8) (Augusto, 2006).

Figura 8: Formago do Radical Aduto (DMPO- OH)
Fonte: Gomes, 2005

A formacdo do radical hidroxil ocorreu na presenca de reagentes de Fenton
(Fe(1) e H202). O meio reacional era composto de tampéao Hepes (10 mmoI.L'l) pH
7,2, DMPO (20 mmol.L™%), extrato (folha ou flor), H,O, (100 pmol.L™). Em seguidafoi
iniciada a reacéo com a adicdo de Fe (I1). A leitura de cada espectro foi padronizada da
seguinte forma: foi iniciada 3 minutos apds o inicio da reacdo de Fenton, sendo que o
espectro final corresponde a soma leitura de trés “varreduras” (Hermes-Lima et al.,

1999).

As medidas de EPR foram realizadas em um espectrémetro Bruker ESP 300
em colaboragdo com o Prof Antonio Alonso do Ingtituto de Fisica da Universidade
Federal de Goiés (IFFUFG). Foi realizado em temperatura ambiente (25 + 1°C) e nas
seguintes condic¢des de uso do equipamento: freqiéncia das microondas de 9,81 GHz,

modulacdo de frequiéncia de 100 kHz, poténcia de 0,2 mW, amplitude da modulacéo de
5
1,011 Geganhode 1 x10 .
Os valores dos sinais de EPR foram obtidos por meio da altura da primeira linha

do sina de ressonancia do aduto DMPO-OH. Essa altura foi calculada em unidades

arbitrarias com o auxilio dos programas Bruker WIN-45 EPR versdo 2.11 e Origin 7.0. A
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alturado ruido foi subtraida da altura da primeiralinha do controle positivo e ensaio teste.

Para todos os testes de EPR, degradacdo oxidativa da 2-DR, peroxidacéo
lipidica e degradacéo do DNA plamidial, o controle positivo corresponde ao ensaio com
adicdo de reagentes de Fenton na auséncia de extrato, e 0 ensaio teste corresponde ao
ensaio com adicao dereagentes de Fenton na presenca dos extratos.

A porcentagem da protecéo dos extratos foi cal culada pela seguinte formula:

% protecéo = [1 (Ensaioteste)  |X 100

(Controle positivo)

4.2.4- Degradacao da 2-desoxirribose (2-DR)

O método utilizado em todos os testes da degradacdo da 2-DR e de
peroxidacdo lipidica foi criado por Halliwell & Gutteridge e se chama Método de
TBARS (Método das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico). Nesse método, o
Fe(l1) reage com o perdxido de hidrogénio formando o radical hidroxil pela reagdo de
Fenton (29). O radical hidroxil reage com a 2-DR produzindo malonaldialdeido (30). O
MDA reage com 2 moléculas de &cido tiobarbitarico produzindo um croméforo (31)
gue pode ser quantitativamente detectado por espectrofotometria a 532 nm (Halliwell &
Guitteridge, 1981).

H,O, + Fé" — Fe** + OH- +'OH  (29)
‘OH +2-DR — MDA  (30)

MDA +2 TBA — TBA, - MDA (31)

O meio reacional era composto de tampdo Hepes (10 mmol.L™) pH 7,2,
extrato (folha ou flor) e H,O, (100 pmol.L™Y) com volume final de 0,5 mL. A reacdofoi

iniciada com a adicdo de Fe(l1) e o meio reacional foi incubado por um periodo de 10



31

minutos em temperatura ambiente (25 + 1°C) sendo entdo finalizada pela adicéo de 0,5
mL de &cido fosférico 4% (v/v) seguido por 0,5 mL de TBA 1% (m/v). A misturafoi
aguecida a 98 °C em banho-maria por 15 min e apés retornar a temperatura ambiente,
foi feita a quantificacdo espectrofotométrica do aduto MDA-TBA, em 532nm no

espectrofotdbmetro Hitachi U-2001 (Ginani, 2005).

Neste experimento foram feitos dois brancos, o branco do controle positivo e o
branco do ensaio teste (Esquema 3). Esse segundo branco foi feito com o intuito de
evitar ainterferéncia da coloragdo da solucéo dos extratos na leitura. Esses dois brancos
foram feitos com a adicéo de Fe(I11) apbs a adicdo de TBA. Sendo que a concentracéo
de Fe(lll) adicionada foi a mesma concentragdo de Fe(ll) utilizada nos respectivos
ensaios. Isso foi feito, pois descobriu-se recentemente que o Fe(ll1), formado apos a
oxidacdo do Fe(ll) nareacdo de Fenton, esta relacionado a degradacdo néo radicalar da
2-DR durante o processo de fervura das amostras (Genaro-Mattos et al., 2007). O

Esguema 3 representaa ordem de adicdo dos reagentes nos brancos.

Esquema 3: Adic&o dos reagentes nos brancos no ensaio da degradacdo da 2-DR.

Branco do controle positivo:
Hepes— A gua milliQ—2-DR—H,0,—H3;PO, >TBA—Fe*
Branco do ensaio teste

Hepes— A gua milliQ—2-DR—Extrato—H;02—H3POs—TBA —Fe**

Os resultados apresentados séo médias de 6 ensaios realizados em duplicatas
de 3 dias diferentes. Os valores de Iso (indice de inibicdo de 50% dos danos) foram

calculados com o auxilio do software Kinetics para sistema operacional DOS.
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A porcentagem de protecdo dos extratos foi cal culada pela seguinte formula:

% protecdo =| 1- (Ensaio teste- Brancodoensaioteste) _ |[X 100
(Controle positivo- Branco do controle positivo)

4.2.5- Peroxidacao Lipidica
Neste experimento a peroxidacéo foi feita com um homogenato de figado de
rato. Os ratos do tipo Wistar foram obtidos no biotério do Hospital Veterindrio da
Universidade de Brasilia, elesforam levados ao laboratério e mantidos por 48 horas em
gaiolas com &gua e racdo padrdo a vontade. O sacrificio foi feito por deslocamento
cervica e o figado foi coletado e congelado imediatamente em nitrogénio liquido.
Depois de congelado, o figado era partido em vérias aliquotas em nitrogénio liquido,
com o auxilio do gral e pistilo, e depois pesado e armazenado a-80'C.
O figado de rato foi macerado em homogeneizador de vidro, imerso em gelo
com uma solucdo de tampdo de homogenato, composto por tampdo Hepes (100
mmol .L'l) e KCl (125 mmol .L'l). Sendo que arelacéo tecido:tampao de homogenato foi
de 1.5 (m/v). Depois 0 homogenato foi centrifugado (4.000 rpm durante 15 min) e 0
sobrenadante foi coletado para arealizagcdo do experimento.
O meio reacional, de volume total de 0,2 mL, era composto de tampdo Hepes
(10 mmol.L™) pH 7,2, KCI (125 mmol.L™?), BHT (100 umol.L %), extrato (folha ou flor),
citrato (50 pmol.L™), H202 (100 pmol.L™") e homogenato 5% (v/v). A reacéo foi
iniciada com a adicdo de Fe(ll) por um periodo (0 a 180 minutos ou 60 minutos) em
temperatura ambiente (25 + 1°C) sendo entdo finalizada pela adi¢cdo de 0,10 mL de
acido fosférico 7% (v/v) seguido por 0,20 mL de TBA 1% (m/v). A mistura foi
aquecida a 98 °C em banho-maria por 15 min, depois foi adicionado 0,50 mL de &gua

ultra pura, para preencher o volume da cubeta. Apds retornar a temperatura ambiente,
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foi feita a quantificacdo espectrofotomeétrica do aduto MDA-TBA,em 532 e 600 nm no

espectrofotébmetro Analitica serie 6 (Gondar, 2005; HermesLima et al., 1995).

Neste experimento foram feitos dois brancos, o branco do controle positivo eo
branco do ensaio teste. Esses dois brancos foram feitos sem a adicdo de Fe(ll). O

Esguema 4 representa aordem de adi¢do dos reagentes nos brancos:

Esquema 4: Adi¢o dos reagentes nos brancos no ensaio da peroxidagdo lipidica

Branco do controle positivo:

Hepes— A gua milliQ—KCl—Citrato de Na—H,0,—Homogenato

Hs:POs—TBA
Branco do ensaio teste:

Hepes— Agua milliQ—KCl—BHT /Extrato—Citrato de

Na—H20,—Homogenato Hs3POs—TBA

Com o objetivo de diminuir a interferéncia do homogenato, a absorbancia em
600 nm foi subtraida da de 532 nm, e o controle foi subtraido do seu respectivo
experimento (Hermes-Lima et a/,1995). Os resultados apresentados séo médias de 6
ensaios realizados em triplicata em dois dias diferentes. Os valores de |5, (indice de
inibicdo de 50% dos danos) foram cdculados com o auxilio do software Kinetics.

A porcentagem de protecdo dos extratos foi cal culada pela seguinte férmula:

% protecdo =| 1- (Ensaio teste - Branco do ensaio teste) X 100
(Controle positivo- Branco do controle positivo)




4.2.6- Degradacao Oxidativa do DNA

Esta metodologia é baseada no ataque do radical hidroxil a moléculade DNA na
sua forma super enovelada (“ super-coiled”, do inglés), sendo produzidas, ap6s o ataque,
as formas circular-aberto (open-circular) e linear (Hermes-Lima et al., 1998).

Foram utilizadas células de Escherichia coli que foram transformadas com
plasmidio pUC-18 e deixou-se por uma noite a cultura crescer em meio de cultivo. O

DNA foi entdo purificado com o auxilio de um kit de Midi-Prep (Quiagen).

O meio reacional, de volume total de 0,30 mL, era composto de tampao Hepes
(10 mmol.L™Y) pH 7,2, extrato (folha ou flor), DNA (10 ng/pL) e H,O, (40 pmol.L™).
Em seguidafoi iniciada a reacdo com a adicdo de Fe(Il) por um periodo de 10 minutos
em temperatura ambiente (25 + 1°C). Depois disso, foi retirada uma aliquota de 20 pL
sendo interrompida a reacéo com a adicdo de 2 L de tampé&o de amostra de DNA (azul

de bromofenol 0,25% (p/v), glicerol 50% (v/v), TEB 10X 50% (V/V) (tes 10x - tris-base 0,89

1 1

y - 1 .
mol.L M, &ido bérico 0,89 mol.L e EDTA 0,08 mol.L )) (Hermes Lima et al., 1998, Avelar et

al,2004).

O gel de agarose contendo 0,4g de agarose solubilizada em 50 mL de tampé&o
TEB 1X e 1 pL de brometo de etideo 10mg/mL, preparado foi colocado em uma cuba
eimerso em TEB 1X sendo entdo aplicadaa aliquota de 20 pL em cada pogo. Depois a
cuba foi fechada e submetida a uma corrente de 70 mA e diferenca de potencial de 60
mV por um periodo de 50 minutos. O gel foi levado ao laboratorio de Biologia
Molecular da UnB onde foi visualizado e fotografado em um transluminador de UV

(Andrade Jr, 2004; Azevedo et al., 2003).

A quantificagdo dos diferentes estados de enovelamento DNA plasmidial foi
determinada pela intensidade da luz emitida pelo brometo de etideo. Com o auxilio do

programa PhotoCaptMw versdo 10.01 para Windows, esses valores foram convertidos
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em percentual de DNAsc.

A porcentagem de protecdo dos extratos foi cal culada pela seguinte férmula:

% prote(;?m = 1' (%DNA&: (ensaio teste) '%DNA& (in natura ))_ X 100

(%D NASC(controle positivo) ~ %DNAsc (in natura))

4.2.7- Varredura Espectrofotométrica

Essavarredurafoi feita com o objetivo de identificar possiveis complexos do
extrato com o Fe(l1) e Fe(l11). Esse experimento foi feito no espectrofotdmetro Hitachi
U-2001, com cubetas de quartzo e varredura de 200 nm a 700nm, a uma velocidade de

1200 nm/min, com intervalo de impresséo de 20 nm (Santos, 1998).

O aparelho foi zerado com égua ultra-pura e a reacdo foi iniciada pela adicdo
de Fe(l1) ou Fe(l11) (em diversas concentragdes) em meio contendo tampéo Hepes (10
mM) e extrato (0,20 mg/mL). A leiturafoi feita 10 min apds o inicio dareagdo. Foram
feitos 3 experimentos, em dias diferentes e com solucdes diferentes, para confirmar o

resultado.

4.2.8- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
A cromatografia liquida de ata eficiéncia (do inglés High performance liquid
chromatography —HPL C) foi utilizada com objetivo de separar as fragfes presentes nos

extratos da capuchinha

Nos processos de separacao das fragoes dos extratos foi utilizado o equipamento

de cromatografia, Shimadzu (SPD 10 AVP), com detector UV/visivel, e os
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comprimentos de ondas monitorados foram 220, 270 e 330 nm. Foram usadas uma pré-
coluna e uma coluna semi-preparativa Cig do tipo fase-reversa da Vydac modelo
218TP510. Ela consiste em grupos aliféticos octadecil ligados a superficie de particulas
de silica com 5um e poros de 300A de didmetro. As dimensdes da coluna eram de 250

mm de comprimento e 10mm de didmetro interno.

Na fase mével foram utilizadas solucdes de agua ultra pura com TFA 0,1%
(v/v) e acetonitrila com TFA 0,1% (v/v). A cromatografia foi de fase reversa e com
gradiente de 5% a 95% de acetonitrila, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2,5

mL/min.

O extrato acodlico seco era resuspendido em &gua ultra pura com TFA 0,1%
(v/v), centrifugado e o sobrenadante era injetado no HPLC em aliquotas de 0,5 mL.

As fragOes foram separadas pelos diferentes tempos de retencéo e foram coletadas e

imediatamente congeladas e liofilizadas para posterior analise.

4.2.9- Teste da capacidade antioxidante das fracoes

O objetivo deste teste foi identificar qual ou quais fracBes, dentre aquelas
coletadas no experimento de cromatografia, sdo responsaveis pela atividade

anti oxidante atribuida aos extratos.

Para realizar esse teste todas as fracdes liofilizadas foram solubilizadas em um
mesmo volume de &gua ultra pura, e foi testada a atividade antioxidante de cada fragéo,

usando-se para isso o teste da degradacdo da 2-DR.

No meio reacional a concentragcdo de cada fragéo correspondiaa 1,75 mg/mL do

extrato total .
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4.2.10- Analise estatistica

A andise estatistica de todos os resultados foi feita pelo teste ANOVA/SNK. No
gual foi analisada a diferenca estatistica entre os diferentes pontos. Nos graficos foram

marcados apenas 0S pontos mais representativos que nao foram estatisticamente

diferentesentre s.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

Com o objetivo de testar uma possivel atividade antioxidante dos extratos foram
realizados estudos de ressonancia paramagnética eletrbnica para observar o
aparecimento de radicais hidroxil medindo a intensidade do aduto DMPO-'OH. Nessa
metodol ogia 0s extratos poderiam estar agindo de trés formas: i) quelando o ferro(ll) e
indisponibilizando esse metal para formacgédo de radical hidroxil, ii) seqUestrando o
radical hidroxil formado pela reagdo de Fenton e iii) decompondo o aduto radicalar
DMPO-OH.

Na da Figura 9 observa-se no espectro (A) o sina de EPR do aduto DMPO-OH,
formado pela reacdo de Fenton contendo H,O, (100 pmol.LY) e Fe?* (50 pmol.L) na

auséncia do extrato (controle positivo).

—

10G6

Figura 9: Espectro do aduto DMPO-OH produzido pela reago de Fenton. Condigdes Experimentais:
Tampéo Hepes 10 mmol.L™; DMPO 20 mmol.L™; Extrato das folhas ou flores 0,400 mg/mL; H,O, 100
pumol.L'%; Fe?* 50 umol.L™. A- Fenton, B- Extrato da flor+Fenton, C- Extrato da folhat+Fenton, D e E-
Extrato da flor e dafolhaadicionado 10 segundos apds os reagentes de fenton respectivamente.
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No segundo e terceiro espectros (B e C) nota-se o sinal obtido a partir da reacéo
de Fenton na presenca dos extratos daflor e dafolha, respectivamente. Observa-se que a
presenca dos extratos promove a reducdo da intensidade do sina de DMPO-"OH,
indicando atividade antioxidante, porém, o mecanismo dessa atividade ndo é claro,
podendo o extrato da capuchinha atuar de duas maneiras, como quelante de Fe(ll) ou
como sequestrador do radical hidroxil formado. Nos dois ultimos espectros (D e E), os
extratos foram adicionados 10 segundos ap6s a adicdo do Fe(ll), resultando em um
sinal semelhante ao controle positivo (A). Isso demonstra que 0s extratos ndo catalisam
a decomposicdo do aduto DMPO- OH, mas inibem sua formagao.

Na Figura 10 pode-se notar que a presenca de concentracdes crescente do extrato
promove a reducéo gradual da intensidade do sinal. O Isy do extrato da folha foi de

0,188+0,034 mg/mL e daflor foi 0,261+0,091 mg/mL.
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Figura 10: (A) Efeito da concentragdo dos extratos naintensidade do sinal DMPO-OH. (B) Porcentagem
de inibicdo do sinal. (w) Extrato da folha (@) Extrato flor. Condi¢8es Experimentais. Tampao Hepes 10
mmol.L-; DMPO 20 mmol.L™"; Extrato das folhas ou flores 0-0,600 mg/mL; H202 100 pmol.L ™ Fe*" 50
umol.L'Y; Os valores acima representam média + desvio padrdo (n=3). Os pontos marcados com 0s
mesmos simbolos ndo séo significativamente diferentes entre si (p>0,05 ANOV A/SNK).
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Cetkovic e colaboradores (2004) mostraram em seu estudo a atividade
antioxidante do extrato de caléndula (cujas flores amarela e laranja séo utilizadas em
chas e cremes) por meio datécnica de EPR. Neste trabalho foi analisada a atividade do
extrato aquoso de dois tipos de caléndula, a selvagem (Calendula arvensis L) e a
cultivada (Calendula officinalis L). O estudo mostrou que em uma concentragéo de 0,45
mg/mL, a protecdo do extrato da caléndula cultivada foi em torno de 90%, enquanto que
a protecéo da caléndula selvagem foi de aproximadamente 20% (Cetkovic et al, 2004).
Por outro lado, com concentragbes de 0,40 mg/mL de extrato de capuchinha, as
protecdes foram 64% e 81% para flores e folhas, respectivamente.

Na Figura 11, nota-se que a intensidade do sind de EPR é diretamente
proporcional a concentracdo de ferro, ocorrendo uma peguena queda no percentual de
protecdo do extrato da folha e a manutencéo deste percentual exercida pelo extrato da
flor. Porém, ndo ocorreu a estabilizacdo no sinal no controle positivo (auséncia de
antioxidantes) e por isso ndo foi possivel dizer por qual mecanismo 0s extratos agiram,
se foi qudando o metal ou sequestrando o radical hidroxil. Acreditase que com
concentracdes de Fe(ll) maiores que 100 pmol.L? o controle positivo poderia ter
atingido o maximo de dano, porém nao foi possivel realizar devido a falta do reagente
DMPO. Antioxidantes com comportamento quelante apresentam diminui¢cdo acentuada do

percentual de protecdo com o aumento da concentragdo de Fe(ll). Exemplo disso € o

guelante PIH (Piridoxal Isonicotinoil Hidrazona) cuja protecdo antioxidante decaiu de 70

% para 55% com o0 aumento da concentracéo do metal (Hermes-Limaet al., 2000).
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Figura 11: Efeito da concentracdo do Fe(ll) no sinal DMPO-OH. (A) Controle positivo (m) Extrato da
folha (e) Extrato flor. Condi¢des Experimentais; Tampdo Hepes 10 mmol.L-; DMPO 20 mmol.L ™
Extrato das folhas ou flores 0,400 mg/mL; H,0, 100 pmol.L%; F&#* 0-100 umol.L%; Os valores acima
representam média + desvio padréo (n=3). Os valores acima representam média + desvio padréo (n=3).
Os pontos marcados com os mesmos simbolos ndo sdo significativamente diferentes entre si (p>0,05
ANOVA/SNK).

Apo6s a confirmacdo da atividade antioxidante dos extratos, o préximo passo foi
testar a capacidade desses extratos em proteger diversas biomoléculas do atague
radicalar e determinar o mecanismo desta atividade. Com essa finalidade foram feitos os
ensaios da degradacdo oxidativa da 2-desoxirribose (2-DR), peroxidagdo lipidica e dano

ao DNA.

5.2 - Degradacao da 2-desoxirribose (2-DR)

Utilizando o método da degradacdo da 2-DR, foi realizado inicialmente um teste
variando a concentracdo dos extratos. A partir desse ensaio foi possivel calcular o valor

del 50.
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Observa-se na Figura 12 que o dano oxidativo a 2-DR € inversamente
proporcional a concentracdo de ambos 0s extratos, ou sgja, 0s extratos foram capazes de
proteger a 2-DR contra 0 ataque radicalar de maneira dose-dependente. Entretanto a
protecdo conferida pelo extrato da folha foi maior que a do extrato da flor, sendo que o
lso da folha foi igual a 0,041+0,022 mg/mL e o da flor foi de 0,072+0,011 mg/mL.
Porém, esse ensaio ndo deixa ainda claro se a protecdo observada foi devido a atividade
antioxidante do tipo quelante de Fe(ll) ou pela capacidade dos componentes dos

extratos em sequiestrar radicaislivres.
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Figura 12: (A) Efeito da concentragdo dos extratos na degradacdo da 2- Desoxirribose. (B) Porcentagem
de protecdo da degradacdo da 2-Desoxirribose. (m) Extrato da folha (e) Extrato flor. CondicBes
Experimentais: Tampdo Hepes 10 mmol.LY; 2-DR 5 mmol.L%; Extrato das folhas ou flores 0-0,400
mg/mL; Hz0, 100 pmol.L™; Fe** 50 pmol.L ™" Fe®* 50 umol.L™. Os valores acima representam média +
desvio padréo (n=6). Os pontos marcados com 0s mesmos simbolos néo sdo significativamente diferentes
entresi (p>0,05 ANOVA/SNK).

E importante notar que a protecao resultante da ac3o do extrato dafolhaéigual a
protecdo conferida pelo extrato da flor quando em concentracdo duas vezes maior; é

como se afolha tivesse o dobro da quantidade do(s) componente(s) responsaveis pela
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protecdo a 2-DR. Nota-se que o extrato da folha com concentracdo de 0,100 mg/mL
atinge os mesmos percentuais de protecdo que o extrato da flor s6 atinge com 0,200
mg/mL (Figura 12B), e esse fato acontece em todas as outras concentracOes dos

extratos. 1sso pode ser observado também no ensaio de hidroxiliagdo de DMPO (EPR).

Comparando com a literatura, foram encontrados alguns estudos que testam a
atividade antioxidante de extratos de plantas em condi¢cdes semelhantes as do presente
trabalho. Um deles testa a atividade antioxidante do extrato hidro-etandlico das partes
agreas de Achillea santolina L. (familia Compositae), uma planta que é usada
tradicionalmente no Irague devido a sua atividade anti-diabética e antiinflamatéria
(Ardestani & Yazdanparast, 2007). No estudo em questéo, foi realizado o ensaio da
degradacio da 2-DR (2,8 mmol.L ™) com sistema gerador de radicais livres formado por
Fe(I11) (100 pmol.L™), ascorbato (100 pmol.L™) e Hx02 (100 umol.L™). O valor de Iso
foi igual a 0,519 mg/mL (vide Tabela 1), porém o extrato foi preparado a partir da
planta seca (p0) diferentemente dos extratos da capuchinha. Nossos extratos foram

obtidos a partir da planta fresca.

Outro trabalho testou a atividade antioxidante de sete espécies da familia
Lamiaceae, que sdo utilizadas na culinaria como condimento e também na medicina
pelas suas propriedades antioxidante, antiinflamatéria, antiviral, antifingica e
antibacteriana. Este ensaio, da degradacéo da 2-DR (2,8 mmoI.L'l), foi mediado por
Fe(ll1) (100 pmol.L™), ascorbato (100 pmol.L™) e H,O, (100 umol.L™Y). O 15 dos
extratos aguosos das partes aéreas das espécies tomilho preto (Thymbra spicata L.),
saturgja (Satureja cuneifolia Ten.), orégano espanhol (Coridothymus capitatus L.),
manjerona (Majorana hortensis Moench), orégano sirio (Origanum syriacum L.), toka
orégano (Origanum minutiflorum Q) e orégano turco (Origanum onites L.) foram

aproximadamente iguais a 0,27; 0,17; 0,21; 0,19; 0,20; 0,21 e 0,30 mg/mL,
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respectivamente, valores estes bem maiores que os da capuchinha (Tabela 1) (Dorman
et al, 2004).

Dourado e colaboradores (2007) testaram a atividade antioxidante de frutos do
cerrado contra o dano oxidativo da 2-DR (5 mmoI.L'l), mediado por Fe(ll) (50
pmol .L'l) e H>O» (100 pmoal .L'l). O problema para comparar os valores de Iso entre 0s
estudos se deve a forma diferente de preparacdo dos extratos, pois na preparacéo de
Dourado e colaboradores as polpas das frutas foram liofilizadas e o material seco foi
entdo homogeneizado, procedimento diferente do adotado no estudo da capuchinha.
Comparando os resultados obtidos no estudo citado com os da capuchinha observou-se
gue os valores de Isp dos extratos da capuchinha foram bem menores que as seguintes
frutas: lobeira, jatobd, macallba, inga e cagaita. Os valores de |5y da améndoa de baru
crua e torrada foram, respectivamente 0,073+0,003 e 0,093+0,004 mg/mL, muito
proximos dos valores de Isg do extrato daflor da capuchinha (Tabela 1).

Tabela 1: Valores Iy, paradiversos extratos no ensaio da2-DR

Extratos Iso0 mg/mL Extratos Iso mg/mL

Folha (Capuchinha) 0,041 Tomilho preto ° 0,27
Flor (Capuchinha) 0,072 Tomilho preto” 0,30
Améndoa de baru crua’ 0,073 Jatobd’ 0,42
Améndoa de baru_torrada’ 0,093 Partes aéreas daAchillea santolina L. * 0,519
Satureja’ 0,17 Macaliba’ 0,58
Manjerona’ 0,19 Lobeira® 1,46
Toka orégano” 0,20 Cagaita’ 4,62
Orégano espanhol’ 0,21 Ingd’ 11,95
Orégano turco” 0,21

1-Ardestani & Y azdanparast, 2007
2-Dorman et al., 2004
3-Dourado et al., 2007

Comparando os valores de |5, apresentados na tabela 1 pode-se notar que 0s extratos
da capuchinha apresentaram atividade antioxidante mais potente que o0s outros extratos
mostrados na tabela, isso fica bem claro, pois os valores de |5, para os extratos da
capuchinhaforam menores quando comparados aos val ores dos outros extratos.

O ensaio seguinte avaliou o efeito da concentracdo de Fe(ll) no meio de reacéo

sobre a atividade antioxidante dos extratos da capuchinha. Este ensaio é de suma
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importancia para o esclarecimento do mecanismo antioxidante dos extratos. Neste ensaio a
concentracdo do extrato € mantida constante e varia-se a concentragcdo do metal para entéo
calcular-se 0 percentual de protecdo. Os antioxidantes com propriedades quelantes
apresentam, neste tipo de experimento, uma diminui¢ao progressiva na protecdo, a partir do
ponto em gue se chega ao limite estequiométrico entre o antioxidante e o metal (Ginani,

2005).

Na Figura 13, observa-se que mesmo aumentando a concentracéo de Fe(ll) no meio
reacional (até 200 umol.L™) contendo os extratos da capuchinha, a capaci dade antioxidante
ainda esta presente. Este fato pode ser observado principalmente no teste com o extrato da
folha, pois este apresentou uma protegdo maior que aquela conferida pelo extrato da flor em

concentragdes mais altas de Fe(l1).
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Figura 13: (A) Efeito da concentracdo Ferro |1 na degradacdo da 2-Desoxirribose. (B) Porcentagem de
protecdo da degradacdo da 2-Desoxirribose. (A ) Controle positivo, (m) Extrato da folha () Extrato flor.
Condigdes Experimentais: Tampao Hepes 10mmol.L™%; 2-DR 5 mmol.L%; Extrato das folhas ou flores
0,200 mg/mL; H,0, 100umol.L™; Fe ?* 0-200 pmol.L™; Fe * 0-200 umol.L™. Os valores acima
representam média + desvio padrdo (n=6). Os pontos marcados com 0s mesmos simbolos ndo sdo
significativamente diferentes entre si (p>0,05 ANOV A/SNK).
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Porém, observa-se uma queda significativa na protecdo quando a concentragdo
de Fe(ll) foi aumentada (Figura 13). Isso sugere que a atividade antioxidante dos
extratos também € dependente da concentracdo do metal no meio, o que caracteriza
uma atividade antioxidante com propriedade quelante. Esta dependéncia entre a
protecdo antioxidante e a concentragdo do metal ja havia sido observada com a folha da
capuchinhano ensaio de EPR (Figurall).

Um quelante que apresenta perfil semelhante ao da capuchinha é o polifenol
acido ténico. Concentragdes crescentes Fe(ll) no meio reacional resultam em uma
diminuicdo de 60% para 40% da acdo antioxidante do acido tanico (Andrade Jr et al,
2006). Esse resultado demonstra que o potencial antioxidante do &cido ténico é
dependente da concentracdo do metal no meio e sugere que o acido tanico diminuiu a
geracdo daformalivre do radical hidroxil, formado viareacéo de Fenton (que atacaria a
2-DR).

E importante notar que ambos extratos da capuchinha possuem um perfil
semelhante na protecdo contra a oxidacdo da 2-DR, sendo que o extrato da folha
apresenta protecdo maior que aflor.

A atividade antioxidante dos extratos da capuchinha também foi analisada no
ensaio com variagdo da 2-DR (Figura 14). Neste ensaio mantiveram-se as
concentracbes dos extratos e de Fe(ll) constantes e variou-se a concentragao da
molécula alvo, a 2-DR. Espera-se que antioxidantes com comportamento quelante, néo
apresentem grandes variacdes no percentual de protecdo, pois 0 quelante diminui a
formagdo da forma livre do radical hidroxil (Andrade Jr. et al., 2006). Antioxidantes
com atividade sequiestradora de radicais livres apresentam reducéo da protecéo quando
se aumenta a concentracdo da molécula alvo. Pois neste caso, o antioxidante e a 2-DR

(moléculaavo) competem nareacdo pelo o radical hidroxil (Andrade Jr. et al., 2005).
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Figura 14: (A) Efeito da concentracdo da 2-DR na degradacéo da 2-Desoxirribose. (B) Porcentagem de
protecdo da degradacdo de 2-DR. (A ) Controle positivo, (m) Extrato da folha (@) Extrato flor. Condi¢des
Experimentais. Tampdo Hepes 10 mmol.L™; 2-DR 0-20 mmol.L™?; Extrato das folhas ou flores 0,200
mg/mL; HoO, 100 umol.L™; Fe?* 50 umol.L™; Fe ** 50 umol.L™. Os valores acima representam média
+ desvio padréo (n=6). Os pontos marcados com os mesmos simbolos ndo sdo significativamente
diferentes entre si (p>0,05 ANOV A/SNK).

O resultado apresentado na Figura 14 demonstra um aumento na degradacéo da
2-DR proporcional ao aumento da concentracdo deste aglicar no meio reacional. Porém,
adicdo de 0,200 mg/mL dos extratos da flor ou da folha da capuchinha inibe de forma
constante (em torno de 60% para o extrato daflor e 75% para o extrato da folha) o dano
a 2-DR independentemente da concentragdo de 2-DR. O resultado mostra um nitido

comportamento de um antioxidante do tipo quelante.

Um estudo desenvolvido em nosso laboratério avaliou a atividade antioxidante da

polpa do caqui Rama Forte (Diospyros kaki). O percentual de protecdo do extrato de
caqui diminui de 57% para 35% quando se aumenta a concentragdo de 2-DR de 5

pmoI.L'l para 20 umoI.L'l. Esse resultado sugere que os componentes presentes no
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extrato do caqui agem como sequiestradores de radicais livres e ndo com antioxidantes

do tipo quelantes. (Dalvi, 2008).

5.3- Peroxidaciao Lipidica

Na peroxidacao lipidica ocorre oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados da
membrana celular, 0 que gera varios produtos. Dentre 0s quais se destaca o MDA que é

usado como marcador do dano oxidativo (Hermes-Lima, 20044).

Na Figura 15 se observa o curso temporal da peroxidacéo lipidica, com variacéo
do tempo de 0 a 180 minutos, que corresponde ao periodo apos a adicdo de Fe(I1) no
sistema que contém H>0O- e homogenato de figado de rato. Esse experimento permite

visualizar e determinar em qual fase da peroxidacao lipidica o antioxidante age.

Ao analisar o controle positivo (reagentes de Fenton, sem adicdo de extrato) da
FHgura 15 é possivel visualizar as trés fases da peroxidacao lipidica. A fase de iniciagéo,
conhecida como fase lag, é observada nos primeiros 10 minutos de reacéo. A fase de
propagacdo, ou fase log, é observada no periodo de 10-40 minutos, na qual ocorre um
aumento acentuado da producédo de TBARS. Na fase de terminagdo ocorre a diminuic¢éo

davelocidade de producéo de TBARS e ocorre apds os 40 minutos de reacdo.

O curso temporal foi realizado com um antioxidante classico, o BHT. O BHT
atua como um sequiestrador de radicais livres em membrana lipidica, ou sgja, possui a
atividade denominada de chain breaking. Uma molécula chain breaking atua doando
um hidrogénio para o radica lipoperoxil (LOO), que € responsavel pela propagacéo da
peroxidacdo), e formando o hidrolipoperdxido (LOOH), o que retarda o inicio da
propagacdo do dano. Desta forma o inicio da fase de propagacdo s6 ocorre quando todo

antioxidante com capacidade chain breaking for consumido (Hermes-Lima, 2004a). A
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utilizacdo do BHT nesse ensaio da peroxidacdo lipidica serve como controle do método,
comprovando que o dano aos lipidios do homogenato é resultante do ataque de radicais

livres.

Os resultados mostrados na Figura 15 sugerem que a inibicdo da peroxidacéo
atribuida aos extratos resulta de uma atividade do tipo quelante e também sequiestradora
de radicais livres. A atividade sequestradora pode ser explicada pela expansdo na fase
lag, atrasando o inicio da fase de propagacéo da peroxidacéo (vide Nota de rodapé 1).
A atividade quelante pode ser observada em ambos os extratos pela diminuicdo da
velocidade de reacéo dafase log . Sabe-se que o Fe(l1) possui papel relevante nafase de
propagacdo (vide pag 12 da revisdo bibliogréfica). A formagdo de um complexo com
esse meta pode levar a diminuicdo da velocidade de reacdo do metal com o
hidroperdéxido (LOOH) e, conseqlientemente a menor producao de radical alcoxil (LO)

e peroxil (LOO).

Nota de rodapé 1

A velocidade da peroxidacdo lipidica em homogenato de figado de rato
observada na fase log do controle positivo foi 5,5x10° Abs/min, a do extrato da flor foi
1,8x10° Abs/min e do extrato da folha foi de 0,7x10° Abs/min. Os extratos da flor e da
folha da capuchinha diminuiram a vel ocidade da fase log do controle positivo em 67% e
87%, respectivamente.
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Figura 15: Efeito do tempo de incubagdo na peroxidacdo lipidica. (A ) Controle positivo, (m) Extrato da
folha (e) Extrato flor (¢) BHT. Condigbes Experimentais. Tampdo Hepes 10 mmol.L™ Homogenato
5%(v/v); Extrato das folhas ou das flores 0,300 mg/mL; BHT 100 pmol.L™? H,O, 100 pmol.L?, Fe 2" 50
pmol.L: KCI 125 mmol.L™; Citrato de Sédio 50 pmol.L™. Os valores acima representam média + desvio

padréo (n=6).

No teste ilustrado pela Figura 16, com periodo fixo de 60 minutos, variou-se a
concentragdo dos extratos com o objetivo de calcular os valores de I, A concentracdo
necessaria para inibir em 50% da peroxidacdo lipidica foi igua a 0,320+0,061 e
0,159+0,044 mg/mL, respectivamente, para os extratos de flores e folhas da capuchinha. Da
mesma forma que foi observada na Figura 15 o ensaio da variagdo da concentragdo dos
extratos da capuchinha indica que a folha apresenta potencial antioxidante maior que o
extrato da flor. Os valores de |55 na peroxidacdo lipidica foram substancialmente maiores
gue os valores encontrados no dano a 2-DR para os dois extratos (vide Tabela 1). 1sso pode
ter ocorrido em func&o do extrato seco ter sido ressuspenso em agua, assim, 0S compostos
polares solubilizados em meio aquoso tém capacidade maior de proteger em um meio

totalmente aquoso, como 0 ensaio da 2-DR, do que em meio reacional com porcdes
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apolares, sistema usado no ensaio da peroxidacdo lipidica em homogenato de figado de rato.
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Figura 16: (A) Efeito da concentragdo dos extratos na peroxidacao lipidica. (B) Porcentagem de protecéo
peroxidagdo lipidica. (m) Extrato da folha (e) Extrato flor. Condi¢des Experimentais. Tampdo Hepes 10
mmol.L-"; Homogenato 5%(v/v); Extrato das folhas ou flores 0,050 to 0,400 mg/mL; H,O, 100 umol.L™";
Fe?* 50 pmol.L™%; KCI 125 mmol.L*; Citrato de Sodio 50 pmol.L? Os valores acima representam média
+ desvio padrdo (n=6). Os pontos marcados com os mesmos simbolos ndo sdo significativamente
diferentes entre si (p>0,05 ANOV A/SNK).

A atividade antioxidante das partes aéreas da Achillea santolina L. (familia
Compositae) também foi estudada pelo ensaio da peroxidacéo lipidica. Neste trabalho o
extrato foi preparado de maneira muito semelhante daquela usada com os extratos da
capuchinha, pois a extracao foi em etanol 70% e posteriormente o extrato foi liofilizado e
ressuspenso em agua O valor de | 5o encontrado para Achillea santolina L ficou em torno
de 0,5 mg/mL, valor superior aos encontrados para 0s extratos da capuchinha (vide
Tabela 2) (Ardestani & Yazdanparast, 2007). Ou sgja, 0s extratos da capuchinha

apresentam atividade antioxidante mais potente que os extratos da Achillea santolina L.

O ensaio da peroxidagédo lipidica também foi utilizado para testar a acéo
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antioxidante da hortela peluda (Mentha spicata L.), cujas folhas sdo usadas na culinaria
indiana. Neste trabalho o extrato foi preparado a partir das folhas secas e a extragdo foi
realizada com butanol e metanol, que sdo solventes menos polares do que a agua. Em
seguida o extrato foi seco em evaporador rotatorio e ressuspendido em agua. No ensaio
da peroxidacdo lipidica, com uma concentracdo de extrato de 0,250 e 0,500 mg/mL a
protecdo atingida foi de 42,5% e 63%, respectivamente (Kumar & Chanttopadhyay,
2007). Quando comparamos esse resultado da horteld peluda com as protecdes dos
extratos da capuchinha, notamos que o extrato da folha da hortela teve capacidade

antioxidante menor que o extrato da folha da capuchinha.

Tabela 2: Vaores Is para diversos extratos no ensaio da peroxidagéo lipidica

Extratos Iso mg/mL
Flor da castanheira (Castanea sativa)* 0,009
Folha da castanheira (Castanea sativa)® 0,031
Calendula selvagem (Calendula arvensis L) 0,075
Folha (Capuchinha) 0,159
Caléndula cultivada (Calendula officinalis L)’ 0,15>15p<0,30
Flor (Capuchinha) 0,320
Folhas da hortel & peluda (Mentha spicata L)* 0,250>150<0,500
Partes aéreas da Achillea santolina L.* 0,5

1-Ardestani & Yazdanparast, 2007
2- Kumar & Chanttopadhyay, 2007
3- Cetkovic et al., 2008
4- Barreiraet al., 2008

Observando a tabela 2, observa-se que diferente do ensaio da degradagdo da 2-DR,
na peroxidacdo lipidica os valores de |5, dos extratos da capuchinha foram maiores que
valores apresentados para outros extratos, isso indica que a capacidade dos extratos da flor e
da folha em proteger o dano aos lipidios foi menor que capacidade antioxidante conferida
por outros extratos rel atados pela literatura.

O ultimo ensaio utilizando a metodologia de peroxidacdo lipidica foi o da variagdo
da concentracdo de Fe(l1) em 60 minutos de reacéo (Figura 17). Neste experimento nota-se

novamente uma queda significativa na protecdo conferida pelos extratos da capuchinha,
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a medida que se aumenta a concentracdo de Fe(ll) no meio, 0 que sugere novamente
uma propriedade quelante.

Analisando o controle positivo nota-se que a partir de 50 pmol.L ™ de Fe(ll)
ocorre a estabilizac&o dos danos lipidicos. Enguanto nos ensaios com o extrato da flor
ou da folha a estabilizacso s ocorre a partir de 100 pmol.L™ de Fe(ll), ou seja, ha a
necessidade de se dobrar a concentracdo de ferro para que sgja atingido 0 dano maximo
guando os extratos da capuchinha estdo presentes no meio.

Pode-se observar na FHgura 17 que a protegdo atribuida ao extrato da folha
novamente € maior que a protecdo do extrato da flor, sendo que ambos os extratos
mantém perfil semelhante de queda do percentual de protegcdo com o aumento da

concentracéo de Fe(Il).
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Figura 17: (A) Efeito da concentracdo Fe(ll) na peroxidagéo lipidica. (B) Porcentagem de protecdo da
peroxidacdo lipidica. (A) Controle positivo, (m) Extrato da folha (e) Extrato flor. Condi¢des
Experimentais. Tamp&o Hepes 10 mmol.L'Y; Homogenato 5%(v/v); Extrato das folhas ou flores 0.300
mg/mL; HO, 100 pmol.L ™% Fe** 0-200 pmol.L™; KCl 125 mmol.L-"; Citrato de Sédio 50 umol.L ™. Os
valores acima representam média + desvio padrdo (n=6). Os pontos marcados com os mesmos simbolos
ndo sdo significativamente diferentes entre si (p>0,05 ANOV A/SNK).



5.4- Degradacao Oxidativa do DNA

Neste ensaio foi testada a capacidade dos extratos em proteger o DNA
plasmidial contra os danos oxidativos mediados por Fe(ll) e H,O,. O gel com DNA
plasmidial que ndo sofreu o ataque radicalar apresenta duas bandas distintas, a superior
gue estd naformalinear e a bandainferior que € 0o DNA super enovelado (DNAsc). Este
DNA in natura apresenta 80% sob a forma super enovelada (poco 1 das FHguras 18 e
19). O ataque radicalar faz com que a forma super enovelada segja convertida em
circular-aberta (banda do meio) e linear (Esquema 5). Esse fenbmeno é usado como

indicador de danos oxidativo ao DNA plasmidial (Hermes-Lima et al, 1998).

Atague
Radiclar > Linear

| > > Circular aberto
: » Super enovelado

Esquema 5: Bandas do DNA plasmidial apds o ataque radicalar.

A Figura 18 representa a foto do gel de agarose contendo 18 pocos, cada pogo
referente a uma condicdo experimental especifica. O primeiro poco corresponde ao
controle negativo, contendo DNA com tampé&o. Os pogos 2, 3, 5, 6, 7 e 8 sGo controles
que foram realizados com vé&ias combinagdes dos reagentes. Esses controles foram
realizados com o intuito de verificar se a presenca de Fe(ll), H,O, e extrato,
isoladamente, ou a combinagdo perdxido e extrato poderia ou ndo causar qualquer efeito
sobre a integridade do DNAsc. Observa-se que as porcentagens do DNAsc desses

controles ndo foram estatisticamente diferentes do controle negativo, ou sgja, a adicéo
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de Fe(I1), H,0O, e extrato, isolados, ou adicéo de perdxido e extrato ndo tiveram qual quer
efeito sobre 0 DNAsc. Nos pocgos restantes realizou-se 0 ensaio com reagentes de

Fenton na presenca de diferentes concentragdes de extratos.

1 2 3 4 5 6 7 8

v v v v v v v v
DNA +H,O, +Fe(ll) Fenton +For +Folha +Fllor +Folha
H 202 HZOZ

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
v v v v v v v v v v

Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton Fenton
+Flor0,1 +Flor0,2  +Flor0,3 +Flor 0,4 +Flor0,5 +Folha0,1 +Folha0,2 +Folha0,3 +Folha0,4 +Folha0,6

Figura 18: Gel de agarose de pUC 18 DNA mostrando as bandas super-enovelado(SC), circular aberto
(OC) elinear (L). Condicbes Experimentais. Tamp&o Helpes 1§+ mmol.L'; DlNA 10 pg/uL; Extrato das
flores ou das folhas 0 to 0,60 mg/mL; H,O, 40umol.L™; Fe =" 20 umol.L™. Representacdo dos pogos
colunas contendo DNA em meio tamponado com: (1) apenas Hepes, (2) +H.O,, (3) +Fell, 4) +
Reagentes de Fenton (H,O, e Fell), (5) +Flor 0,6 mg/mL, (6) +Folha (0,6 mg/mL), (7) +Flor (0,6
mg/mL)+H20,, (8) +Folha (0,6 mg/mL)+H0,, (9) Fenton+Flor (0,1 mg/mL), (10) + Reagentes de
Fenton+Flor (0,2 mg/mL), (11) + Reagentes de Fenton+Flor (0,3 mg/mL), (12) + Reagentes de
Fentont+Flor (0,4 mg/mL), (13) + Reagentes de Fenton+Flor (0,6 mg/mL), (14) + Reagentes de Fenton
+Folha (0,1 mg/mL), (15) + Reagentes de Fenton+Folha (0,2 mg/mL), (16) + Reagentes de Fenton+Folha
(0,3 mg/mL), (17) + Reagentes de Fenton+Folha 0,4 mg/mL, (18) + Reagentes de Fenton+Folha (0,6
mg/mL).

Na FHgura 18 nota-se que quanto maior a concentragdo dos extratos menor é a
intensidade emitida pela banda do meio (DNA circular aberto) e maior € intensidade
emitida pela banda inferior (DNASsC). 1sso demonstra que a presenca dos extratos evitou

adegradacdo do DNAsc.
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A Hgura 19 ilustra o efeito da concentracdo dos extratos em relagdo a
porcentagem de DNAsc. Pela figura pode-se perceber que os vaores de Isp foram
aproximadamente 0,20 e 0,40 mg/mL, respectivamente para os extratos da folha e flor.

A acdo antioxidante do extrato aquoso das folhas de Eucommia ulmoides Oliv,
planta usada em chés no Japdo, foi testada no ensaio da degradacéo oxidativa de DNA
plasmidial. Esse dano foi mediado também pela reacdo de Fenton e o resultado
demonstra que 10 mg/mL deste extrato causa aproximadamente 50% de protecéo (Hsieh
& Yen, 2000). A atividade protetora da Eucommia ulmoides Oliv foi menor quando

comparada aos extratos da capuchinha.

90

DNA

Fell

H202

Flor
Flor+H202
Folha

Folha+H202
Fenton
Flor 0,1
Flor 0,2
Flor 0,3
Flor 0,4
Flor 0.6

Folha 0,1
Folha 0,2
Folha 0,3
Folha 0,4
Folha 0,6

Figura 19: Efeito da concentracdo dos extratos no dano oxidativo da pUC18. Condicbes Experimentais:
Tampao Hepes 13 mmol.L™; DNA 10 pg/uL; Extrato das flores ou das folhas 0 - 0,600 mg/mL; H-O, 40
pmol.L "% Fe?* 20 pmol.L ™. Os valores acima de cada barra representam os percentuais de protegdo e os
nlimeros na base da barras representam o numero do poco apresentado na figura 18. Os valores acima
representam média + desvio padréo (n=3). Os pontos marcados com os mesmos simbolos ndo sdo
significativamente diferentes entre si (p>0,05 ANOVA/SNK).
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Na Figura 20 observa-se o efeito da variacdo da concentracéo do Fe(l1) sobre o
dano oxidativo ao DNA plasmidial. Nota-se que ambos os extratos mantém o nivel de
protecdo constante até a concentracdo do metal  atingir 20 pmol.L?. Quando a
concentracdo do metal ultrapassa esse limite ocorre a queda acentuada na acdo
antioxidante dos extratos Novamente o percentual de protecéo dos extratos demonstrou
uma relacéo de dependéncia com a concentracdo de Fe(ll). Este resultado permite

inferir que os extratos contém compostos com atividade antioxidante do tipo quel ante.
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Figura 20: (A) Efeito da concentragdo Ferro Il no dano oxidativo da pUC18. (B) Porcentagem de
protecdo do dano oxidativo da pUC18. (A) Controle positivo, (m) Extrato da folha (e) Extrato flor.
CondigBes Experimentais. Tamp&o Hepes 13 mmol.L'%; DNA 10 mg/mL; Extrato das flores ou das folhas
0.300 mg/mL; H,O, 40pmol.L™; Fe ?* 0-40 pmol.L™. Os valores acima representam média + desvio
padrdo (n=3). Os pontos marcados com os mesmos simbolos ndo séo significativamente diferentes entre
si (p>0,05 ANOVA/SNK).
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5.5- Varredura Espectrofotométrica

Um dos objetivos desse ensai o era observar em quais comprimentos de ondas os

compostos presentes nos extratos absorvem a luz incidente. As Figuras 21 a 24 mostram
os perfis de absorbancia dos extratos com a adicdo de concentragOes crescentes de

Fe(l1) e Fe(l11). Asleturas foram realizadas apds 30 minutos de incubacéo.

2,2 4
| Flor
2.0 +F&”'(5 pmol.L™)
1 +Fe”' (10 pmol.L™)
1.8 +Fe”’ (25 pmol.L ")
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Figura 21: Efeito da concentracdo de Fe(ll) no espectro de absor¢do do extrato da flor. CondigOes
Experimentais: Tamp&o Hepes 10 mmol.L™; Extrato da flor 0,200 mg/mL; Fe?* 0-50 pmol.L ™! e tempo
de incubacgdo igual a 30 minutos. Figura representativa de 3 determinacoes..
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Figura 22: Efeito da concentragcéo de Fe(I1l) no espectro de absor¢do do extrato da flor. Condicbes

Experimentais; Tamp3o Hepes 10 mmol.L™; Extrato da flor 0,200 mg/mL; Fe** 0-50 umol.L™* e tempo
de incubagdo igual a 30 minutos. Figura representativa de 3 determinacdes.
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Figura 23: Efeito da concentracdo de Fe(ll) no espectro de absor¢do do extrato da folha. CondicBes
Experimentais: Tamp&o Hepes 10 mmol.L™"; Extrato da folha 0,200 mg/mL; F&* 0-50 pmol.L™" e tempo
de incubagdo igual a 30 minutos. Figura representativa de 3 determinacoes.
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Figura 24: Efeito da concentracdo de Fe(lll) no espectro de absor¢éo do extrato da folha. Condigtes
Experimentais; Tamp3o Hepes 10 mmol.L™; Extrato da folha 0,200 mg/mL; Fe* 0-50 pmol.L ™" e tempo
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de incubagdo igual a 30 minutos. Figura representativa de 3 determinacdes.

Os picos de absor¢do de ambos extratos foram detectados em 220, 270 e 330

nm. E importante ressaltar que padrdo de glucotropaeolina, composto proveniente do

metabolismo secundario da capuchinha também possui absor¢éo em 220nm (Figura 25)

(Wielanek & Urbanek, 1999).
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Os resultados anteriores utilizando as metodologias de degradacdo da 2-DR,
DNA e peroxidacdo lipidica, indicaram que os extratos possuem capacidade de quelar
metais. Por isso testou-se a capacidade de complexacéo dos componentes dos extratos
com o Fe(l1) e Fe(l11) apds 30 minutos de incubagéo.

Nos espectros da flor (Figuras 21 e 22) com concentracOes crescentes de Fe(l1)
ou Fe(lll), as ateracbes espectrais notadas devemse apenas a0 acréscimo de
absorbancia provocado pela presenca do metal. Nesses dois espectros ndo foi possivel
observar, com clareza, evidéncias da formacéo de complexos com ions ferro.

Nos espectros da folha (Figuras 23 e 24) com concentracfes crescentes de Fe(l1)
ou Fe(lll), as alteracBes espectrais notadas até o comprimento de onda de 300 nm
devem-se ao acréscimo na absorbancia provocado pela presenca do metal. Porém, pode-
se observar claramente a formagéo do complexo entre o(s) componente(s) do extrato da
folha e o ferro nos comprimentos de onda mais elevados. Verificase uma queda da
absorbancia em 320 nm, o aparecimento de um ponto isosbéstico em 350 nm e o
aumento da absorbancia em 400 nm com formagdo de um ombro. Esse decréscimo da
absorbancia em 320 nm e o acréscimo em 400 nm pode ser observado na Figura 26.
Esses resultados indicam fortemente a formagdo de complexo(s) com ions ferro, porém
ndo podemos descartar que aformacdo do ponto isosbéstico seja devido a oxidacdo e/ou

reducdo de componentes do extrato.
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Figura 26: Valores da absorbancia em 320 nm e 400 nm variando a concentracdo de Fe(ll) e Fe(lll).
CondigBes Experimentais: Tamp&o Hepes 10 mmol.L-%; Extrato da folha 0,200 mg/mL; Fe** e F€** 0-50
pmol.L"* e tempo de incubagzo igual a 30 minutos. Figura representativa de 3 determinacdes.

Observa-se que o perfil do espectro do extrato da folha na presenca de Fe(ll) é
semelhante ao perfil deste extrato com o Fe(lll). Sendo assm, ndo se sabe qua
complexo foi formado, composto(s)-Fe(ll) ou composto(s)-Fe(l11). Esse fato levanta
duas hip6teses, a primeira € que os extratos podem oxidar Fe(l1) aFe(l11), diminuindo a
disponibilidade do metal para reacdo de Fenton e producdo do radical hidroxil (vide
Nota de rodapé 2). A segunda hip6tese € que os extratos reduzem Fe(lll) e formam
complexos com o Fe(ll) diminuindo a produgdo da forma livre do radical hidroxil que

pode causar danos a biomoléculas (vide Andrade Jr. et al., 2006).

Nota de rodapé 2

Acredita-se que o guelante PIH possua a capacidade de acelerar a oxidacdo do
Fe(ll) aFe(lll), diminuido a participacdo do Fe(ll) naproducdo do radical hidroxil via
reacdo de Fenton (Hermes-Limaet al., 1999).



63

Realizou-se ainda um ensaio espectrofotométrico preliminar com ferrozina, que
€ um ligante especifico de ion ferroso e ndo possui a capacidade de reduzir o Fe(ll1).
Nesse ensaio a adicdo de Fe(l11) (50 pmol.L ™) ao meio reacional contendo os extratos
(flor ou folha) levou a formagéo do complexo roxo Fe(ll)-Ferrozinada cor roxa. Esse
ensaio, realizado como descrito por Ginani (2005), indica que os extratos da flor e da
folha possuem capacidade de reduzir o Fe(l11) a Fe(ll).

Sangalli e colaboradores (2004) relatam que o acido ascérbico esta presente na
capuchinha. O acido ascorbico € um redutor classico de Fe(lll) a Fe(Il), logo, nédo é
possivel determinar se essa reducdo foi realizada por algum quelante com atividade
redutoraou pelo proprio acido ascérbico.

Essa capacidade de reduzir o Fe(l11) a Fe(l1) ocorre com outros compostos com
atividade quelante como os polifendis &cido elégico, &cido tanico e &cido clorogénico
(Ginani, 2005; Lopes et al., 1999; Yoshino & Murakami, 1998). Sabe-se que o &cido

clorogénico esté presente em extratos acodlicos das folhas e flores da capuchinha e talvez

atividade quelante possa ser atribuida a presenca de polifendis nos extratos (Santo et

al., 2007).

5.6 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

O ensaio de cromatografia liquida de ata eficiéncia foi realizado com o intuito
de separar as fragOes que constituem os extratos da folha e da flor. A separagcdo das
fracOes presentes nos extratos foi realizada com detecgdo nos comprimentos de ondas
220, 270 e 330nm. Esses comprimentos correspondem aos picos de absorcdo
observados nos espectros dos extratos.

A cromatografia foi feita com gradiente do eluente variando de 5% a 95% de

acetonitrila em um periodo de 80 minutos, porém, apds aproximadamente 36 minutos
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de corrida, ndo houve o aparecimento de mais nenhum pico. Por essa razéo nas figuras
dos cromatogramas o tempo de retencdo sO aparece até 40 minutos.

Nas Figuras 27 a 32 estdo ilustrados os cromatogramas do extrato da flor e do
extrato da folha em diferentes comprimentos de onda Foi observado em ambos os
extratos que, em uma corrida cromatografica simultanea com deteccdo nos
comprimentos de ondas 220 nm e 270 nm, as linhas praticamente se sobrepdem. Ja no
comprimento de 330 nm, observa-se que ndo houve aparecimento de novos picos mas
gue os primeiros picos eluidos nos cromatogramas monitorados a 220 e 270 nm néo
foram observados, o que indica que todos compostos existentes nos extratos absorvem a
radiacdo a 220 e 270 nm, mas as fragdes mais hidrofilicas ndo absorvem radiacdo UV
na regido de 330 nm. Nos cromatogramas foram indicadas as fragdes por nimeros e
letras, sendo que do extrato da flor foram separadas 14 fragdes (1-14) e no extrato da
folha foram separadas 18 fracoes (A-R). As fragbes mais abundantes no extrato da flor
foram as de nimero 7 e 10 com tempos de retencdo de respectivamente 20,0 e 22,5
minutos. Ja no extrato da folha, as fragdes mais abundantes foram as de letraG, M e N

com tempo de retencdo iguais a 18,5; 23,5 e 24,5 minutos respectivamente.
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Figura 27: Cromatogramado extrato da flor em 220nm. Condigdes experimentais: gradiente de 5% de

acetonitrila até 95%, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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Figura 28: Cromatogramado extrato da flor em 270nm. Condictes experimentais: gradiente de 5% de

acetonitrila até 95%, em um tempo tota de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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Figura 29: Cromatograma do extrato daflor em 330nm. Condic¢des experimentais: gradiente de 5% de
acetonitrila até 95%, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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Figura 30: Cromatograma do extrato da folha em 220nm. Condicdes experimentais: gradiente de 5%
de acetonitrila até 95%, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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Figura 31 Cromatograma do extrato da folha em 270nm. CondicOes experimentais. gradiente de 5% de
acetonitrila até 95%, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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Figura 32: Cromatograma do extrato da folha em 330nm. Condi¢Bes experimentais: gradiente de 5%
de acetonitrila até 95%, em um tempo total de 80 minutos e fluxo de 2.5 mL/min.
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5.7 - Teste da capacidade antioxidante das fracoes

Com o intuito de identificar a fragdo ou fraces responsavels pela atividade
antioxidante do seu respectivo extrato, cada fragéo foi testada no ensaio da degradacéo
da 2-DR em concentragdes fixas de 2-DR, ions ferro e peréxido de hidrogénio. Nas
Fguras 33 e 34, estdo ilustradas as protecdes contraa degradacéo da 2-DR observadas
para cada fragdo dos extratos.

Considerando que a técnica cromatografica utilizada foi de fase-reversa, as
primeiras fragcdes que foram eluidas da coluna possuem caracteristica mais polar do que
as Ultimas. Observando a Figura 33, que indica as porcentagens de protecéo observadas
nas fracbes provenientes do extrato flor, percebe-se que as fragbes que conferiram
maior protecdo a 2-DR foram as primeiras (fracfes 1,2,3 e 4). Estas fragdes foram
coletadas com concentragdo de acetonitrila entre 5 e 15%. As outras fragdes do extrato
da flor apresentaram acéo antioxidante bem menor quando comparadas com as quatro
primeiras fragbes sendo que as fragbes 8, 9, 12 e 14 sequer apresentam diferenca

significativa do controle positivo.
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Figura 33: Porcentagem de protegdo das fragdes da flor na degradagdo da 2-Desoxirribose. Condicgdes
Experimentais: Tamp&o Hepes 10 mmol.L-"; 2-DR 5 mmol.L™; Fracdes corresponde a 1.750 mg/mL do
extrato da flor; H,0, 100 umol.L ™" Fe** 50 pmol.L™; Fe * 50 pmol.L™. Os valores acima representam
média (n=5). As barras marcadas com asterisco () ndo sdo significativamente diferentes do controle
positivo (p>0,05 ANOVA/SNK).

A Figura 34 mostra a protecdo antioxidante resultante das fracdes das folhas.
Percebe-se que as fragBes que conferiram maior protecdo a 2-DR foram as de letra A, B,
G, M e N. As fragbes A e B foram eluidas entre 5-10% de acetonitrila, 0 que denota
forte caracteristica hidrofilica e apresentaram respectivamente 94% e 40% de protecdo a
2-DR. A fracédo G eluida com 25% de acetonitrila e as fracdes M e N, eluidas entre 30 e
35% de acetonitrila, sdo mais lipofilicas e apresentaram grau de protecdo de
respectivamente 50%, 20% e 52% contra 0 dano a 2-DR. Observa-se que as fracfes
responsaveis pela acdo antioxidante do extrato da folha possuem desde uma

caracteristica muito polar, fragcdes A e B (como as fragbes 1 e 2 daflor; Figura 33), até
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uma caracteristica mais apolar, como as fragcbes G,M e N da folha. Esse fato pode ser
um dos motivos pelos quais o extrato da folha conferiu maior protecdo antioxidante do

gue o extrato da flor no ensaio da peroxidacao lipidica que ocorre em um meio contendo

membranas, e consequentemente com por¢des apolares (Figura 16).

100
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Figura 34: Porcentagem de protecdo das fragbes da folha na degradacdo da 2-DR. Condictes
Experimentais: Tamp&o Hepes 10 mmol.L-"; 2-DR 5 mmol.L™"; FracOes corresponde a 1.750 mg/mL do
extrato da folha; H,O, 100 pmol.L™; F&#* 50 pmol.L ™ Fe 3 50 pmol.L L. Os valores acima representam
média (n=5). As barras marcadas com asterisco (-) ndo sdo significativamente diferentes do controle
positivo (p>0,05 ANOVA/SNK).

Observa-se nas Figuras 33 e 34 que as fragOes que apresentaram uma maior
acdo antioxidante foram as primeiras (1 e A). Nota-se nos cromatogramas da flor e da
folha (Figuras 27 e 30) que as fragbes parecem ser as mesmas em ambos extratos; a
diferenca pode ser notada apenas nasintensidade dos picos. Ou sgja, nho extrato dafolha
a concentracdo dos componentes que compde essa fracdo foi possivelmente superior

gue no extrato da flor. Este fato e a presenca de mais fragdes no extrato da folha com
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atividade antioxidante explicariam o motivo do extrato da folha ter apresentado uma

maior protegdo que o extrato daflor nos testes realizados.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel acancar todos os objetivos propostos, e conclui-se
gue ambos extratos, da flor e da folha da capuchinha, possuem atividade antioxidante.
Esse fato foi comprovado pela diminuicdo na formacéo do aduto DMPO-"OH e também
pela diminuicdo no dano oxidativo a 2-DR, aos lipidios e ao DNA plasmidial, mediados
pelareacdo de Fenton. Comparando os valores de I dos extratos da capuchinha com os
valores de outros extratos conclui-se que essa atividade antioxidante atribuida aos
extratos da capuchinha foi bastante satisfatoria quando comparamos os valores de lsp da
capuchinha com os valores de outros extratos.

Foi possivel obter fortes indicios sobre o mecanismo pelo qual os extratos agem.
Em vérios ensaios observou-se a existéncia de uma dependéncia inversa entre a
porcentagem de protecdo dos extratos e a concentracdo do metal. Ou sgja, 0s extratos
apresentaram um comportamento quelante. Porém, apenas com o extrato da folha foi
possivel inferir sobre a formacdo de um complexo extrato-Fe no experimento de
varredura espectrofotometrica.

Foi observado que ambos extratos possuem a capacidade de reduzir o Fe(lll) a
Fe(l1), porém, ndo se sabe se essa reducéo foi realizada pelo mesmo componente que
complexaria o metal, como por exemplo o &cido clorogénico, ou se ocorre pela acdo
redutora de outros compostos presentes nos extratos, como avitamina C.

O comportamento quelante que foi atribuido aos extratos da capuchinha néo
descarta a possibilidade da presenca de compostos com capacidade de sequestrar
radicais livres, visto que se trabalhou com extratos constituidos por no minimo 14
diferentes substancias cada um.

Foi possivel separar e identificar as fracdes responsaveis pela acéo antioxidante
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dos extratos. Pode-se concluir que o extrato da folha apresenta atividade antioxidante
maior que o extrato da flor, devido a uma concentracdo maior dos componentes
antioxidantes e também devido a presenca de mais compostos antioxidantes no extrato
dafolhaqgue naflor.

A descoberta de que o extrato da folha possui uma atividade antioxidante maior
gue o extrato da flor, € um dado importante, pois na cultura brasileira as flores séo mais

consumidas dos que as folhas.

Experimentos complementares devem ser feitos visando determinar quais os
componentes presentes nas fragdes sdo 0s responsaveis pela acdo antioxidante e deve-
se redlizar testes com cobaias para se determinar se o efeito antioxidante observado

nesta dissertagdo € também observado in vivo.
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