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A sabedoria ¢ filha da experiéncia.
Todo o nosso saber comeca nos
sentimentos”.

Leonardo da Vinci



“Melhor que a criatura, fez o
criador a criagdo.

A criatura é limitada.

O tempo, o espago, normas e
costumes, erros e acertos.

A criagdo é ilimitada.
Excede o tempo e o meio.
Projeta-se”.

Cora Coralina



“Todas as coisas possiveis de cair sob o conhecimento dos homens
nenhuma é tdo afastada que ndo se possa atingir

nem tdo oculta que ndo se possa descobrir”.

René Descartes.
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RESUMO

A medicina popular tem-se utilizado de plantas para o tratamento das mais
diversas patologias, entretanto faz-se necessario estudos embasados
cientificamente que corroborem com os relatos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos.
A fim de resgatar a cultura popular, bem como, valorizar a biodiversidade do bioma
Mata Atlantica, especialmente a Reserva da Juréia/SP, objetivou-se neste trabalho
submeter o extrato bruto e fracdes de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e
Marlierea obscura (popularmente utilizadas como antiinflamatérias), a ensaios in
vitro e in vivo para avaliagdo do potencial antioxidante e antiinflamatério. A avaliagéao
in vitro do potencial antioxidante fez-se pelos métodos de captacéo do radical DPPH,
0," e °OH, além da lipoperoxidacdo. A avaliagdo in vivo do estresse oxidativo
(fragmentacao do DNA, lipoperoxidagdo de membranas e carbonilagéo de proteinas)
e as defesas antioxidantes (concentracdo de GSH, atividade da CAT, GST) foi
realizada em camundongos pré-tratados com OPgg, OP4 e posteriormente expostos
ao CCly. Para a avaliacdo da atividade antiinflamatdria selecionou-se os extratos e
fragbes que apresentaram melhor atividade antioxidante, sendo estes OPgg, OPg4,
PSes € MOs. Para tanto, aplicou-se o ensaio do edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. Os extratos e fragbdes das referidas plantas
apresentaram significativa atividade antioxidante in vitro, destacando-se a Ouratea
parviflora (OPgg, OP,4), pois foram capazes de causar o “scavenger’ de radicais
DPPH, O, e "OH em concentragdes por vezes menores ou similares a rutina,
reconhecido agente antioxidante. O CCl, causou estresse oxidativo e dano celular
ao figado dos camundongos, onde a rutina, OPgg € OP4 apresentaram importante
atividade na protecado tecidual comprovada pelos ensaios FOX, dano ao DNA,
oxidagao proteica, redugcdo da GSH e elevagao da AST (exceto OPgg), elevacéo da
CAT, GST e ALT. Embora nos tempos 60 e 120 minutos, tenha ocorrido uma
tendéncia de inibicdo do edema pelo tratamento prévio com as plantas medicinais
(300 mg/Kg) via oral, a analise estatistica ndo revelou diferengas significativas entre
os diferentes tratamentos. Apesar disso, o aparente efeito antiedematogénico
exibido por OPs e MO3 vem de encontro aos resultados obtidos nos ensaios
referentes a atividade antioxidade, especialmente o ‘OH, radical envolvido no
processo inflamatério. Os dados obtidos permitem concluir que os produtos de
Ouratea parviflora, particularmente OPgg e OP4, poderiam se constituir em protétipos
para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento
patologias associadas a geragcdo de EROs, uma vez que demonstraram importante
potencial antioxidante in vitro e in vivo. A atividade antiinflamatoéria de Ouratea
parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura nao pode ser confirmada através
do modelo experimental do edema de pata induzido pela carragenina.

Palavras chave: atividade antioxidante, atividade antiinflamatéria, Ouratea
parviflora, Polymnia sonchifolia, Marlierea obscura.



ABSTRACT

The popular medicin have used plants to treat many pathologies. But, there are still
many folk using repports which need to be confirmed by cientific studies. To rescue
the popular culture and to give importance to the biodiversity of the bioma Mata
Atlantica (specially Jureia’ s Reserve/SP), this work aimed to submit the Ouratea
parviflora (OPgc), Polymnia sonchifolia (PScg) and Marlierea obscura (MOcg) crude
extracts and fractions to “in vitro” and “in vivo” assays. All to evaluate the antioxidant
and antiinflammatory potentials. The “in vitro” evaluations for the antioxidant
potentials were done through scavenging of DPPH radical, superoxide anion,
hydroxyls radicals and lipoperoxidation levels. The oxidative stress was “in vitro”
evaluated by : DNA fragmentation, membrane lipoperoxidation and protein
carbonilation. Male mice were pre treated with OPcg, OP, and CCl; was
administrated to them in the sequence to evaluate the antioxidant defenses GSH,
CAT activity and GST. The assay of oedema paw induced by carrageenan type IV
(Sigma) in mice was used to determine the antiinflamatory activity of OPcg, OPy4,
PSce and MOs. Results : the extracts showed significant antioxidant activity “in vitro”.
Mainly OPce and OP,4 because they were able to scavenge DPPH radicals, O,* and
*OH in smaller or at least similar concentrations when compared to the standard
rutin. CCls caused oxidative stress and cell damage in mice livers. Assays FOX, DNA
damage, proteic oxidation, GSH reducing, AST elevation (except OPgg), CAT
elevation, GST and ALT showed rutin, OPcg and OP4 revealed important activity of
tissue protection. Statistics analysis showed that although it has occurred an
inhibition oedema tendency through the previous treatment with medicinal plants
(300 mg/Kg gavage) it was not observed any significant difference among the several
treatments.The antiedematogenic effect of OP4 and MO3 agrees with the obtained
results for the antioxidant activity, specially *“OH inflammatory process involved.
Obteined datas allow to conclude that OP extract and fractions, particularly OPce and
OP4, could be prototypes to the development of a new therapeutical choice to the
EROS raising pathologies, once they showed important antioxidant potential “in vitro”
and “in vivo”’. The antiinflammatory activity of the plants could not be confirmed
through this experimental model research.

Key words: antioxidant activity, antiinflammatory activity, Ouratea parviflora,
Polymnia sonchifolia, Marlierea obscura.
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1. INTRODUGCAO

Desde os primoérdios da humanidade os vegetais constituem parte da vida do
homem como fonte de alimentos, de materiais para o vestuario e habitacdo, de
utilidades domésticas, defesa e ataque, na produgdo de meios de transporte, como
utensilios para manifestagbes artisticas, culturais e religiosas, e como meio
restaurador da saude. Até o século XIX, os recursos terapéuticos constituiam-se,
predominantemente, por plantas e extratos vegetais, o que pode ser ilustrado pelas
farmacopéias da época. Assim, na Pharmacopeia Geral para o Reino e Dominios de
Portugal (1794), entre os produtos chamados simplices constam 30 produtos de
origem mineral, 11 produtos de origem animal e cerca de 400 espécies vegetais.
Outrossim, as plantas medicinais e seus extrativos constituiam a maioria dos
medicamentos, que naquela época, pouco se diferenciavam dos remédios utilizados
na medicina popular. Ja no inicio do século passado, tais recursos comegaram a ser
estudados com os instrumentos cientificos da época e, estabeleceu-se
paulatinamente a tendéncia de utilizagdo de substancias ativas isoladas, os
chamados “principios ativos”, resquicio da linguagem alquimista da época (SIMOES
et al., 1999).

Os chineses, por volta do ano 3000 a.C., sintetizaram vermifugos, diuréticos,
cosméticos e muitos liquidos perfumados e anti-sépticos, onde também diversas
matérias vegetais eram empregadas no embalsamento de mumias. Nos primérdios
da era crista, Dioscorides enumerou em seu “Tratado de Matéria Médica” mais de
500 extratos de origem vegetal, descrevendo o uso terapéutico das mesmas. A
utilizacdo de plantas na prevengdo e cura de moléstias condicionadas a um
processo empirico que vem se desenvolvendo desde os tempos mais remotos,
constitui a base da medicina popular (ALZUGARAY, 1983). Ha um crescente
interesse no uso de produtos naturais e o consumidor esta cada vez mais consciente
de seus possiveis efeitos benéficos a saude (TANG et al., 2004).

Apesar dos grandes avangos da medicina moderna nos ultimos cem anos, as
plantas medicinais continuam tendo sua contribuicdo, deveras importante, para o
arsenal terapéutico atual. Na ultima década, o interesse por plantas medicinais tem
crescido consideravelmente, estimando-se em 25% o numero de farmacos
originalmente derivados, direta ou indiretamente de plantas superiores. Em alguns

grupos farmacoldgicos de interesse, cerca de 60% dos medicamentos disponiveis,



tanto no mercado quanto na fase clinica de desenvolvimento, tém sua origem em
produtos naturais, principalmente de plantas superiores, como ocorre com o0s
antitumorais e antimicrobianos (CALIXTO, 2000).

A medicina popular tem utilizado varios extratos de plantas para o tratamento
das mais diversas patologias, entretanto ainda séo poucos os ensaios bioldgicos que
confirmam este efeito (PHILLIPSON, 2000). Para tanto, estudos cientificos devem
ser conduzidos no sentido de corroborar e confirmar a agado de farmacos e produtos
naturais que produzam melhores e duradouros resultados (YUNES, 2001).

As plantas medicinais utilizadas apresentam geralmente similaridades em sua
composi¢cao quimica, contendo uma variedade de compostos ativos como fitosteraéis,
fitoestrogénios, triterpenos (livres ou estereficados a acidos graxos), lecitinas,
lignanas e flavonodides. Estas substéncias possuem atividade anti-androgénica,
antiinflamatadria, inibem a proliferagéo celular, sendo que o efeito destes extratos
possivelmente nao esteja relacionado a um unico componente ativo e sim ao efeito
sinergistico de seus componentes (BACH et al., 1996; CRISTONI et al., 2000).

As plantas medicinais foram incorporadas pela medicina moderna através da
sua utilizagcdo direta, ou de seus compostos ativos, como agentes terapéuticos.
Servem de matéria-prima para elaboracdo de compostos semi-sintéticos e seus
compostos isolados podem ser utilizados como prototipos para a modelagem de
novos produtos sintéticos ou como marcadores taxonémicos (YUNES et al., 2001).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) estimou em um bilhdo o numero de
pessoas vivendo em pobreza absoluta e que cerca de 85% da populagdo mundial
depende essencialmente da medicina tradicional para o atendimento de suas
necessidades basicas de saude. A maior parte das praticas terapéuticas tradicionais
envolve o uso de extratos de plantas ou seus compostos ativos. Por volta de 1970, a
OMS reconheceu o valor das plantas medicinais, considerando os promissores e
consagrados resultados da medicina tradicional chinesa. Como consequéncia do
retorno aos produtos naturais como fonte de medicamentos, muitos farmacos
importantes foram desenvolvidos a partir de 1980 (YUNES e CALIXTO, 2001).

Segundo a OMS, as praticas da medicina tradicional expandiram-se
globalmente na ultima década e ganharam popularidade, incentivada n&do somente
pelos profissionais que atuam na rede basica de saude dos paises em
desenvolvimento, mas também naqueles onde a medicina convencional é

predominante no sistema de saude local. Em tal sentido, a OMS tem elaborado uma



série de resolugbes com o intuito de considerar o valor potencial da medicina
tradicional em seu conjunto para a expansao dos servigos de saude regionais (OMS,
2000).

No Brasil, pais cuja biodiversidade € expressiva possuindo a maior reserva de
plantas do mundo, 84% dos farmacos sao importados e 60% dos que sao
produzidos no pais sao consumidos por, apenas, 23% da populagéo, o que faz com
gue os remédios caseiros a base de plantas medicinais, sejam a principal fonte de
medicamentos para a maioria o povo brasileiro (ELISABETSKY, 1991).

Apesar de varias substancias naturais com importancia terapéutica terem sido
isoladas de plantas da flora brasileira, as investigagdes cientificas relacionadas aos
estudos quimicos, bioquimicos e farmacologicos de substancias provenientes de
plantas medicinais estdo aquém do potencial de nossa flora. E importante ressaltar
qgue no Brasil, dos quase seis mil produtos farmacéuticos disponiveis entre farmacos
e fitofarmacos, poucos foram desenvolvidos por industrias nacionais. No entanto,
investe-se bilhdes de ddélares na importacdo da matéria-prima utilizada na producéao
de farmacos (BLOCK et al., 1998).

O potencial de recursos inaproveitados do bioma Mata Atlantica e
ecossistemas associados, pode ser revelado através de estudos detalhados.
Entretanto, embora haja inumeros estudos enfocando o entendimento das florestas
tropicais, em especial a Mata Atlantica, ainda persiste a falta de conhecimento sobre
a composicao floristica e estrutura fitossocioldgica destas florestas. Estes estudos
podem ocorrer em diferentes niveis e, dependendo da atividade envolvida,
proporcionar diretrizes para uma politica de conservagdo realista, bem como
oferecer uma gama de informacgdes aplicaveis em diferentes areas do conhecimento
(AGUIAR, 2003).

O panorama da fitoquimica sera mais importante e decisivo para o Brasil num
futuro préximo, ao considerarmos sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo, e
as possibilidades que observamos para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Analisando todas as fases do desenvolvimento da fitoquimica de plantas medicinais,
podemos evidenciar sua importancia, ndo sé como embasamento cientifico de uma
medicina alternativa, mas como fonte de novos e potentes farmacos (YUNES e
CALIXTO, 2001).

Embora ja existam estudos quimicos e farmacoldgicos a respeito de muitas

plantas, a maioria delas carece de estudos cientificos detalhados que suportem suas



aplicagdes terapéuticas. Tendo-se em vista a valorosa biodiversidade brasileira,
poucas sdo as plantas nativas que tém sua acado farmacoldégica comprovada
cientificamente (CECHINEL FILHO, 1998). Portanto, pesquisas nesse sentido s&o
indispensaveis para validar o uso de fitoterapicos (YUNES et al., 2001). Dentre os
efeitos relacionados a algumas plantas tradicionalmente utilizadas e com agao ja
confirmada por pesquisas cientificas, pode-se citar : redugdo do colesterol
plasmatico, efeito anti-inflamatério, efeito citotoxico direto, atividade
antiprostaglandina, atividade anti-androgénica e/ou anti-estrogénica (SILVERIO et
al., 1998)

Baseando-se nos argumentos supracitados, o presente estudo objetivou
pesquisar trés plantas medicinais, visando validar, através de ensaios biologicos in
vitro e in vivo, algumas propriedades terapéuticas preconizadas popularmente
através de relatos etnobotanicos e etnofarmacoldgicos. Tais estudos representam os
primeiros passos, 0s quais serdo a base para estudos futuros mais detalhados,
visando o desenvolvimento de produtos fitoterapicos ou substancias isoladas a partir
de plantas medicinais.

Selecionou-se, para este estudo, plantas utilizadas na medicina popular, as
quais sdo conhecidas por conterem compostos fendlicos em sua composicdo. No
entanto, suas propriedades biolégicas ndo sao, até o momento, completamente
elucidadas. Os compostos fendlicos contidos nestes extratos sdo conhecidos em ter
alguns efeitos biolégicos (TROUILLAS et al., 2003), e sdo componentes majoritarios
de algumas plantas medicinais tradicionais. Varios estudos epidemioloégicos e
experimentais atuais sugerem que tais componentes apresentam importante papel
na prevengao de varias doengas (VISIOLI & GALI, 1995) e certos tumores (VISIOLI,
BELLOMO & GALLI, 1998), bem como doengas para as quais a produgao
descontrolada de radicais livres tem sido postulada (DUTHIE, WAHLE & JAMES,
1989). E sabidamente relatado que extratos contendo polifendlicos atuam como
“scavengers” de radicais livres, bem como antilipoperoxidantes além de auxiliar na
protecao do colageno da degradacao causada pelo radical anion superoxido (CHEN
& HO,). Ademais, componentes fendlicos possuem uma variedade de inibidores da
lipoxigenase, potencialmente benéficos, além de propriedades antioxidantes. Em
virtude de tais achados, eles tém sido usados para o tratamento de doencas
antiinflamatérias (TROUILLAS et al., 2003).



Sistemas integrando bioensaios in vitro e in vivo tém sido extensivamente
usados para monitorar potenciais atividades de extratos de plantas medicinais
usados na medicina tradicional. Neste estudo, pretende-se validar ou confirmar,
através de ensaios in vitro e in vivo, a eficacia do uso popular destas plantas, bem
como demonstrar a correlacdo entre a eficiéncia da atividade antioxidante e
antiinflamatodria de extratos e fragcdes de trés plantas, sendo duas (Ouratea parviflora
e Marlierea obscura) oriundas de uma Area de Preservacdo Ambiental Permanente,
a Reserva da Juréia, no estado de Sdo Paulo, porgéo integrante da Mata Atlantica
brasileira. A terceira planta, Polymnia sonchifolia, coletada em Capéao Bonito, estado
de Sao Paulo, onde é cultivada.

Como resultado danoso da acado antropica, atualmente restam, apenas, 5%
da Mata Atlantica Brasileira. Ressalta-se que neste trabalho pretende-se também,
valorizar a biodiversidade que ainda resta deste ecossistema, através do resgate da
cultura popular pelo wuso medicinal das plantas, disponibilizar dados
etnofarmacologicos a partir de relatos etnobotanicos, além de validar cientificamente
as propriedades medicinais atribuidas as plantas aqui estudadas e que serao

apresentadas a seguir.

1.1 Ouratea parviflora Ball

O género Ouratea compreende 300 espécies as quais ocorrem principalmente
na América do Sul (HEYWOOD, 1978 in MBING et al., 2003).

Ouratea parviflora Ball (Ochnaceae), é nativa da América do Sul, sendo
popularmente denominada “coracdo-de-bugre”. E uma planta medicinal
tradicionalmente utilizada no Brasil para o tratamento de Uulceras, doencgas
reumaticas, inflamatorias, isquemia, cancer e achaques gastricos (FELICIO et al.,
2004), ou seja, doengas geralmente recorrentes e ja claramente associadas a
geracao de EROs.

Vaérios biflavondides foram isolados de Ouratea spectabilis (FELICIO et al.,
1995), Ouratea hexasperma (MOREIRA et al., 1994, 1999), e Ouratea semiserrata
(VELANDIA et al., 1998). Analises fitoquimicas prévias de suas folhas revelaram a
presenca do flavondide rutina em Ouratea multiflora (FELICIO et al., 2001), bem

como, em Ouratea flava, dois novos biflavondides : flavanonas A e B (MBING et al.,



2003), e em Ouratea parviflora, o biflavonéide amentoflavona e alguns diterpendides
(FELICIO et al., 2004).

1.2 Polymnia sonchifolia Poepp.Endl.

Asteraceae € uma das maiores familias de plantas superiores e tem sido
descrita como uma fonte rica de componentes bioativos.

Polymnia sonchifolia Poepp.Endl. (Asteraceae) é originaria dos Andes, e suas
raizes sédo cultivadas na América do Sul, desde a Venezuela até o noroeste da
Argentina, sendo assim, tipica de clima tropical e subtropical. E uma planta perene,
cultivada para degustacgéo de suas raizes, cujo sabor é doce e de paladar agradavel.
Ha, nas raizes, a ocorréncia de acucares frutanos, ndo assimilaveis pelo trato
digestivo. Devido aos relatos de uso medicinal, indicada contra diabetes, colesterol,
inflamacao e reconstrutora da flora intestinal, esta planta tem sido plenamente aceita
no mercado norte-americano e na Nova Zelandia. E popularmente denominada, no
Brasil, por Yacon. Sua raiz tuberosa € usada como alimento no Japao e suas folhas
sdo fortemente resistentes a pragas, provavelmente devido a presenca de
diterpenos extraidos dos tricomas glandulares das folhas (TAKASUGI e MASUDA,
1996). Evidéncias arqueoldgicas confirmam sua presenga nas tumbas pré-incas,
demonstrando que sua dispersao iniciou-se em tempos remotos. O extrato etandlico
de suas folhas inibe a producgéo de aflatoxina B1 por Aspergillus flavus, e € utilizada
na medicina popular como antiinflamatéria, antimicrobiana, anti-helmintica,
fungistatica (presenca de fitoalexina-acetofenona e sesquiterpendides) e antiviral
(KAKUTA et al.,, 1992; ZARDINI et al., 1991; TAKASUGI & MASUDA, 1996). A
infusdo de suas folhas reduziu os niveis de glicose no sangue de ratos, de 348 para

214 mg/dL, em dez dias.

1.3 Marlierea obscura

Marlierea obscura (Myrtaceae) (LANDRUM e KAWASAKI, 1997 in AMARAL,
2001) é uma planta de clima tropical e que ocorre na Mata Atlantica. E popularmente
denominada “goiabinha do campo” ou “goiabinha do mato”. Trata-se de uma planta
arborea, com folhas inteiras e sobre a qual ndo ha registro de informagdes quimicas

e farmacoldgicas. Espécies da familia Myrtaceae sao utilizadas na medicina popular



como antidiabéticas, antidiarréicas, antireumaticas, adstringentes, antiinflamatérias e
no tratamento de ulceras crénicas. Estudos fitoquimicos prévios demonstraram que
esta familia é rica em componentes flavonoides quercitina e quercitrina (JALVEZ et
al., 1993) myricetina (ZHONG et al., 1997) e componentes fendlicos do acido elagico
e metilelagico (PAKULSKI e BUDZIANOWSKI, 1996 in AMARAL et al.,, 2001) os
quais possuem conhecida atividade antioxidante. A infusdo de folhas da familia
Myrtaceae € amplamente indicada, na medicina popular, como antiinflamatéria. Ha
poucos estudos fitoquimicos sobre o género Marlierea. A literatura relata um unico
trabalho que descreve o isolamento de flavondides das folhas de Marlierea schotii e
Marlierea grandifolia (AMARAL et al., 2001).

1.4 Estresse Oxidativo e Defesas Antioxidantes

Os efeitos dos radicais livres sobre os sistemas biolégicos tém estado em
evidéncia nos ultimos anos, especialmente nas doencgas relacionadas com o
aumento destas espécies reativas no organismo e ao envelhecimento precoce.
Varias pesquisas tém demonstrado a participacéo dos radicais livres na etiologia de
algumas patologias de elevada incidéncia na populagao ocidental. Assim, qualquer
substancia que demonstre ter a capacidade de neutralizagcdo destes radicais, torna-
se um alvo importante, ja que pode prevenir ou amenizar os problemas causados

pelo excesso de espécies reativas no organismo.

1.4.1 Radicais Livres

Nos atomos, os elétrons ocupam uma regido no espago conhecida como
orbital. Cada orbital pode ter, no maximo, dois elétrons com spins em dire¢des
opostas. Para que uma molécula permaneca estavel, € necessaria a presenca de
elétrons pareados em sua orbita externa. Entretanto, essa falta de paridade forma
uma molécula altamente instavel, geralmente de vida média muito curta, o radical
livre. Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons ndo pareados na sua Orbita externa, geralmente formados pela perda ou
ganho de elétrons (oxirreducédo) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Em meio
biolégico, a maioria das moléculas ndo se encontram na forma de radicais,

permanecendo com elétrons pareados, entretanto em determinadas situagdes, os



RL sédo formados e podem causar efeitos fisiologicos e patolégicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

Espécie reativa € um termo coletivo que inclui as espécies reativas de
oxigénio (EROs), bem como as espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como pode
ser observado na tabela 1. “Reativo” ndo é sempre um termo apropriado, uma vez
que H,0,, O, e 6xido nitrico (NO®) reagem diretamente com poucas moléculas no
corpo humano, enquanto o *OH pode reagir com qualquer molécula (HALLIWELL,
2001).

Tabela 1. Principais espécies reativas de O, e N, nas formas de radicais e
nao radicais. Adaptada de HALLIWELL, 2001.

Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Radicais Nao radicais
Superoxido (02™) Perdxido de hidrogénio (H205)
Hidroxil (*OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxil (RO,") Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil (RO®) Ozo6nio (03)
Hidroperoxil (HO,") Oxigeénio singleto ('0,)

Espécies reativas de nitrogénio (ERNs)

Radicais Nao radicais
Oxido nitrico (NO®) Peroxinitrito (ONOO")
Diéxido de nitrogénio (NO,") Alquil peroxinitrito (ROONO)

O oxigénio é essencial a vida dos organismos aerdbios, porém sua presenga
€ paradoxal. Predominantemente nos eucariontes, sua fungao & servir como ultimo
aceptor de elétrons na respiragdo mitocondrial, quando finalmente é reduzido a agua
durante o complexo processo de fosforilagdo oxidativa. O oxigénio também é
responsavel pela degradacdo quimica de inumeras macromoléculas no sistema
bioldgico (DAVIES, 1994). A redugao completa do oxigénio a agua requer 4 elétrons,
e essa redugao produz, sequencialmente, do inicio ao fim, 3 produtos de reducgéao (DI
GIULIO et al., 1995).
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Figura 1. Formacéao de espécies reativas de oxigénio durante a redugao do oxigénio a agua.
Adaptada de NORDBERG e ARNER, 2001.

As espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo formadas através da redugao
parcial do oxigénio até agua através de sucessivas reagdes (figura 1). A
transferéncia de um elétron para o O, produz o primeiro intermediario reativo, o
anion superoxido (O2™), o qual sofre dismutagdo espontdnea a perdxido de
hidrogénio (H202), que ndo € um RL. O H;O, sofre uma reacdo de quebra das
ligagbes entre os atomos de O, formando o radical hidroxil (*OH), catalisada por
metais de transicdo (reagdo de Fenton), ou pela combinagdo do O, com o H,0,
(reacdo de Haber-Weiss) (figura 2), (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Fe3+ +0," > 0+ F92+
(1) Fe** + H,0, — Fe** +*OH + HO™ (Reacio de Fenton)
(2) 02 +H,0, » O, +°OH+HO™ (Reagdo de Haber-Weiss)

Figura 2. Reagbes de formagédo do radical hidroxil (*OH). Adaptada de HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999.

A formagdo do anion superéxido (O,™) originado pela adicdo de um elétron
ao oxigénio molecular (O;), pode ser mediado por enzimas como as NAD(P)H
oxidase e xantina oxidase (XO), e nao enzimaticamente, por compostos redox-
reativos tais como as semi-ubiquinonas da cadeia mitocondrial de transporte de
elétrons.

A enzima superéxido dismutase (SOD) converte enzimaticamente o O, em
H>O,. Nos tecidos, o O," também pode ser convertido ndo enzimaticamente em
H,0, e '0,, (DROGE, 2002). Na presenca de metais de transigdo livres
(particularmente ferro ou cobre), 0> e H,0, podem gerar o radical "OH, que é

extremamente reativo via reagcbes de Fenton e Haber-Weiss (Figura 2).
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Alternativamente, o H,O, pode ser convertido em H,;O, pelas enzimas catalase
(CAT) ou glutationa peroxidase (GPx). Na reacdo da GPx, a glutationa (GSH) é
oxidada a glutationa dissulfidio (GSSG), que pode ser novamente convertida a GSH
pela glutationa redutase (GR) em um processo que consome NADPH (Figura 3),
(DROGE, 2002; HADDAD, 2002).

CAT
H,O + O,

NAD(P)H

oxidases 2+ 3+

0, 0, Fe Fe
0 : Q- s '
: xantina — H,0
SOD
oxidases m
i H,0
hipoxantina  xantina
xantina acido urico
GPx
2H,0
T D>
2GSH GSSG
N
GR
Semi-ubiquinona -
NADP NADPH
mitocondria QA _——~

Figura 3. Vias de geracdo de EROs e mecanismo de defesa enzimatica. Adaptada de
DROGE, 2002; HADDAD, 2002 e BECKER, 2004.

O mecanismo de geragédo das EROs em sistemas biologicos pode ocorrer por
inumeras reagdes bioquimicas, sendo que quatro destes tém recebido maior atencao
: 0 sistema de B-oxidagao peroxisomal, as reagdes do citocromo P450, a geragéo de
NO® e HOCI no processo fagocitico, e a cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria, onde acredita-se ocorrer o mecanismo responsavel pela producao da
maior parte dos RL no organismo (BECKMAN e AMES, 1998; PRESTON et al.,
2001).

Para minimizar os efeitos deletérios associados a constante formacao das
EROs, os organismos aerdbicos foram dotados, ao longo do tempo evolutivo, de
distintas defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem ser definidos como

substancias capazes de retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis,
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podendo estes ser enzimaticos, como notadamente a SOD, CAT e GPx, ou nao
enzimaticos, tais como a-tocoferol (principal componente da vitamina E), B-caroteno,
ascorbato (vitamina C), flavonoides e GSH (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

1.4.2 Defesas Antioxidantes

Os principais sistemas de defesas antioxidantes enzimaticas celulares sao
compostos pela SOD, CAT e GPx (figura 3), que constituem a primeira defesa
endogena de neutralizagdo dos radicais livres. Secundariamente, a glutationa
redutase (GR) e a glutationa S-transferase (GST) auxiliam na regeneragao da GSH e
na conjugacdo de metabdlitos reativos. Através delas, as células tentam manter
baixas as quantidades do O," e de H,0,, evitando assim, a formagdo do "OH, que
embora de vida curta, na fragdo de segundos, e em reduzida concentracdo, é
extremamente reativo e danoso as células (BOVERIS e CADENAS, 1997).

A SOD, uma metaloenzima, é considerada uma das mais importantes defesas
antioxidantes na neutralizagdo das EROs e esta presente praticamente em todos os
organismos eucariéticos, sendo responsavel pela conversado do O, em H;O, e O,
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). As células humanas apresentam, pelo menos,
duas isoformas da SOD, uma mitocondrial que contém manganés no seu sitio ativo
(MnSOD), e outra citosélica com cobre e zinco no seu sitio ativo (CuZnSOD)
(HALLIWELL, 2001; STEHBENS, 2003).

O H,0, da célula pode ser convertido a H,O e O, por dois tipos de enzimas :
CAT e GPx. A CAT esta presente na maioria das células aerodbicas, especialmente
concentradas nos hepatécitos e eritrocitos, localizando-se principalmente em
organelas sub-celulares denominadas peroxissomos. Esta enzima € composta de
quatro subunidades proteicas, cada uma contendo um grupo heme (Felll-
protoporfirina) ligado ao sitio ativo. Ja a GPx, uma das poucas classes de enzimas
humanas que requer selénio para sua acao, remove H,O, oxidando a GSH a GSSG
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A GR auxilia na manutencdo do poder redutor intracelular, pois catalisa a
reducdo da GSSG através da oxidagdo de NADPH, permitindo a continua
regeneragao da GSH produzida pela agdo da GPx (HALLIWELL, 2001).

As GSTs, também desempenham um papel fisiolégico importante, iniciando a

detoxificagdo de agentes alquilantes potenciais, incluindo compostos
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farmacologicamente ativos, entretanto ndo atuam diretamente contra as EROs.
Estas enzimas catalisam a conjugacao de metabdlitos reativos com os grupamentos
SH da GSH, neutralizando os sitios eletrofilicos destes compostos e gerando
produtos mais soluveis em agua (HABIG et al., 1974).

As células também exibem antioxidantes nao-enzimaticos que incluem
compostos endégenos como a GSH, e outros exdgenos como a vitamina E, C e A
(além de outros carotendides como o licopeno e o B-caroteno), flavondides e outras
pequenas moléculas derivadas de fonte vegetais (SCANDALIOS, 1997).

Ja os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como qualquer
substancia que, quando presente mesmo em baixas concentracbes comparadas
com o substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidagdo deste
substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, é o principal
tiol celular ndo protéico, mais abundante em células eucariotas, e desempenha um
importante papel em muitos tipos de reacdes de bioredugao e conjugacéo, tais como

integridade do citoesqueleto, sintese de proteinas (transcricdo) e de DNA
(replicacado), transporte de aminoacidos, “scavenger” de radicais livres, transdugao
de sinais, cofator de enzimas essenciais e defesa contra moléculas oxidantes e
xenobibticos potencialmente toxicos (PENA et al., 2000; STEHBENS, 2003). Este
tripeptideo pode conferir protegdo contra todas as formas de estresse oxidativo
através de, pelo menos, dois mecanismos: i) nos primeiros momentos do dano
oxidativo, a GSH pode agir bloqueando o potencial toxico das EROs; ii) pode
também ajudar a ativar muitos genes que tém a fungéo de extinguir o dano oxidativo
(NEBERT, 2000; STEHBENS, 2003).

Além dos antioxidantes classicos presentes em concentragdes relativamente
baixas, existem compostos que possuem pequena atividade antioxidante, mas
quando presentes em altas concentragdes, podem contribuir para capacidade
antioxidante total, dentre eles podemos citar a bilirrubina e os compostos fendlicos
(DROGE, 2002).

O desequilibrio entre a producao de EROs e/ou ERNs e o sistema de defesa
antioxidante enddgeno é o fator predominante que pode causar uma série de
mudancas fisiolégicas, denominadas de estresse oxidativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).
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1.4.3 Estresse Oxidativo

Em organismos aerdbios saudaveis a relagdo entre a produgdo de EROs e
ERNs com os sistemas de defesas antioxidantes, estdo aproximadamente em
equilibrio. Entretanto, esse equilibrio nem sempre é perfeito. O estresse oxidativo
ocorre como um desequilibrio entre o balango pré-oxidante / antioxidante, em favor
da situagéo pro-oxidante, promovendo um dano potencial (SIES, 1993; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999).

O efeito do estresse oxidativo pode resultar em trés diferentes processos: i)
adaptacao por regulagem do sistema de defesa antioxidante; ii) injuria tecidual,
podendo causar dano a qualquer molécula alvo (DNA, proteinas e lipidios); iii) morte
celular por apoptose (HALLIWELL, 2001).

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, carboidratos,
lipideos e acidos nucléicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Nas proteinas, as
EROs podem reagir diretamente com as mesmas ou podem reagir com moléculas
como lipidios e carboidratos, gerando produtos que podem reagir com as proteinas.
Tanto a ligagao peptidica quanto as cadeias laterais podem ser o alvo do ataque de
EROs (LEVINE, 2002).

Com relagdo ao DNA, estudos associam a fragmentacao deste causada pelo
estresse oxidativo sob condigcdes de deplecdo de GSH com apoptose ou necrose
(HIGUCHI, 2003). A modificagdo oxidativa das bases do DNA pode resultar em
mutagdo, ao passo que a oxidacdo das unidades de desoxirribose pode induzir a
liberacdo de bases ou quebra nas fitas de DNA.

Considera-se que a fragmentagdo do DNA sob condigdes de deplegcéo de
GSH ocorre por dois mecanismos: i) radicais livres lipidicos produzidos a partir dos
acidos graxos poliinsaturados (tanto na membrana plasmatica quanto nuclear)
poderiam diretamente atacar o DNA presente na cromatina do nucleo. ii) a
lipoperoxidagado (LPO) em uma célula causa a perda da integridade da membrana
celular e pode tornar o ambiente favoravel ao ataque ao DNA da cromatina por
outros tipos de radicais de oxigénio. O radical ‘OH pode inicialmente causar quebra
da fita simples do DNA e, posteriormente, levar a quebra da fita dupla do DNA
(HIGUCHI, 2003).

A LPO, utilizada como um sinal do estresse oxidativo celular e auxiliar no

reconhecimento de danos oxidativos em organismos com algumas patologias, ocorre
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em uma sequéncia de reagdes ja conhecida. Inicialmente, um atomo de hidrogénio &
sequestrado do acido graxo contendo, ao menos, duas duplas ligagdes separadas
por metilenos intercalados (LH), originando um radical livre centrado no carbono
(radical lipidico) (L") com um rearranjo das duplas ligagdes (conjugagao de dienos),
seguido pela interagdo do L* com o oxigénio molecular (O3), para formar um radical
peroxil (LOO®), que pode entdo retirar um atomo de hidrogénio tanto do LH
adjacente (induzindo uma reacdo de propagagao), como de outro doador de
hidrogénio como, por exemplo, um antioxidante (figura 4). Em ambas as
circunstancias, um hidroperoxido de acido graxo (LOOH) é formado (ERNSTER e
HOCHSTEIN, 1994; HERMES-LIMA et al., 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999).

LH+'OH > L + H,0
L'+ O, > LOO’
LH + LOO > L+ LOOH

Figura 4. Representagdo esquematica das reacdes de iniciagdo e propagacao da LPO.
Adaptada de HERMES-LIMA et al., 1995.

As consequéncias mais comuns da LPO correspondem a perturbagao das
funcdes essenciais das membranas celulares e organelas, incluindo o processo de
transporte transmembrana, a transducdo de sinais mediada por receptores, e a
preservacdo do gradiente de ions e metabdlitos. Como ja mencionado
anteriormente, a LPO pode, secundariamente, causar dano ao DNA e a proteinas
(ERNSTER e HOCHSTEIN, 1994).

Os niveis elevados de EROs no organismo parecem ser um dos maiores
contribuintes para o envelhecimento (HARMAN, 1992), e para muitos processos
degenerativos como o cancer, aterosclerose, doengas neurodegenerativas,
cataratas dentre outros (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Numerosos eventos patolégicos, como o processo inflamatério e de
envelhecimento, estdo associados a geragao de EROs e indugdo da peroxidagéo
lipidica. A agédo antioxidante dos constituintes de plantas tem sido associada aos
componentes polifendlicos, lactonas sesquiterpénicas e flavondides presentes

nestas, os quais exibem atividade antiinflamatdria.
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1.5 Inflamacgao e Estresse Oxidativo

A partir da década de 80, cresceu o interesse sobre as EROs e ERNs através
de estudos que revelaram que tais radicais livres estavam relacionados a doencas
inflamatérias como a artrite reumatdide, enfisema pulmonar, aterosclerose e
doengas neurodegenerativas (WINYARD et al., 1997; MERRY et al., 1989 in SIES
1997). Até entdo, esses radicais vém sendo estudados a cerca de seus efeitos
destrutivos em meios biolégicos. Tal relato € verdadeiro, ao passo que altas
concentracdes destes radicais (EROs e ERNs) tém uma relagao particular com dano
a biomoléculas como o DNA (WILLIAMS, 1985; WISEMAN e HALLIWELL, 1996; in
SIES, 1997). Todavia, evidéncias recentes tém demonstrado que estes radicais tém
papel fisioldgico importante como mensageiros celulares a baixas concentragbes
(SARAN e BORS, 1989; SNYDER, 1995 in SIES, 1997).

Varias sdo as fontes de EROs na inflamacdo. Os maiores produtores de
EROs no tecido inflamatério sdo os leucécitos sanguineos, os quais tornam-se
ativados e aderem-se a superficie das células endoteliais. A NADPH oxidase de
leucdcitos polimorfonucleares, contém citocromo Byss € cataliza a redugao
monovalente do O, para formar O, (FORMAN e THOMAS, 1986; SEGAL, 1991 in
SIES, 1997), outras células inflamatérias como linfécitos e macréfagos possuem
uma NADPH oxidase na membrana (HANCOCK et al.,, 1989 in SIES, 1997). A
cascata do AA que gera prostaglandinas e leucotrienos gera EROs no processo do
metabolismo de seus produtos (CADENAS, 1989). Durante o exercicio nas
articulagdes inflamadas, a pressao intra-articular € transmitida diretamente para a
vasculatura da membrana sinovial, produzindo oclusdo dos capilares sinoviais
superficiais e consequente isquemia. A reperfusdo da membrana sinovial ocorre
guando o exercicio cessa e, consequentemente, leva a geragdo de EROs através do
sistema xantina oxidase (MERRY et al., 1989).

O ion ferroso (Fe?*) geralmente ndo esta presente em condigdes fisioldgicas
(in vivo) e ndo se acreditava que esse ion pudesse ser gerado em concentragdes
suficientes para catalizar a formagao de O," em condigdes inflamatérias. No entanto,
com medidas quimicas sensiveis, foi relatado que a concentracao de ferro livre no
liquido sinovial de joelhos inflamados, pode catalizar a Reagao de Fenton e gerar
grandes quantidades de EROs (CUZZOCREA et al., 1998, 1999, 2001).
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IL-1 e TNF-a, dois mediadores importantes no processo inflamatoério, sédo
capazes de induzir a producdo de EROs, perpetuando assim sua formagao e agao
(ADAMSON e BILLINGS, 1992; GOUCHEROT-POCIDALO e REVILLARD, 1993; LO
et al., 1998).

A ativagdo de células endoteliais também gera EROs e contribui
significativamente para a manutencdo de um ambiente oxidante no sitio inflamatério.
O tratamento de células endoteliais da veia umbilical humana com IL-1, IFN-y,
resulta em um aumento dependente da dose e do tempo da producdo de O,"
(MATSUBARA & ZIFF, 1986).

Varios sao os efeitos das EROs no processo inflamatério. Uma caracteristica
chave das doencgas inflamatérias, como a artrite reumatdide, € o aumento da
expressdo de certos genes que codificam proteinas (como as citocinas) e
proteinases envolvidas na destruicdo celular. Uma importante caracteristica da
expressao génica é o controle da transcrigao por proteinas especificas, os fatores de
transcricdo (McKAY, 1994). Dois dos fatores de transcricao, AP-1 E NF-kB, sao
influenciados pelo estado redox (VLAKE, 1994). Varios autores tém postulado que a
ativacdo do NF-kB por EROs seja um dos eventos iniciais na indugcéo de reagdes
inflamatorias (KALTSCHMIDT et al,, 1994). Tem sido demonstrado que EROs
podem induzir a atividade do NF-xB em células T humanas (SCHRECK et al., 1991).

1.5.1. O Processo inflamatoério

O significado da inflamagdo pode ser definido como uma reacao
microvascular induzida por um agente agressor aos tecidos e, consequentemente,
movimentagédo de elementos intravasculares, como fluidos, células e moléculas para
o espaco extravascular (SIQUEIRA, 2000; CRANSHAW e GRIFFITHS, 2003). Todo
elemento que possa estimular o organismo pode ser considerado como eventual
agente etiologico da inflamagéo, dentre eles destacam-se os agentes quimicos
(causticos, metais pesados, acidos, alcalis fortes, micotoxinas, venenos vegetais e
animais); agentes fisicos (calor e frio, eletricidade, radiagbes, sons e ultra-sons,
traumas mecanicos e atritos); bioldgicos (virus, exo e endotoxinas bacterianas,
fungos, protozoarios, helmintos, artropodes, entre outros). As degeneragbes ou

necroses tissulares e os derivados de alteragbes na resposta imunologica (por
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imunocomplexo ou autoimunidade), s&o outros agentes que podem ser
mencionados (VASCONELOS, 2000).

O processo inflamatério tem como finalidade dominar, minimizar, enclausurar,
neutralizar, destruir, eliminar o agente agressor, assim como induzir a reparagao de
células do epitélio (reeptelizagdo), do parénquima (regeneracédo), do estroma
(cicatrizagao) e de tecidos mortos (HERSH; WEISS; ZYCHLINSKI, 1998; CONE
2001). Sem este sistema de reparo, as infecgdes prosseguiriam desimpedidas, as
feridas jamais cicatrizariam, ndo haveria cura e reparo das lesbes, e os 6rgaos
danificados poderiam tornar-se lesdes ulceradas permanentes. Contudo, a resposta
inflamatdria pode também ser potencialmente lesiva como a que ocorre na asma, na
doenca obstrutiva crénica, entre outras (MADDOX e SCHWARTZ, 2002).

Didaticamente, a resposta inflamatdria pode ser classificada em reagcéo aguda
e cronica (CORREA, 2004). A resposta inflamatéria aguda é caracterizada em fases
distintas, cada uma delas sendo aparentemente mediada por mecanismos diferentes
(GEREMIAS, 2004). Na fase aguda, de durac&o variavel, predominam fenémenos
vascularees-exudativos : vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade capilar
(CIRINO; FIORUCCI; SESSA, 2003). A vasodilatagdo, o engurgitamento de
capilares e arteriolas, bem como a participacdo adicional de outros vasos que
normalmente estariam hipofuncionantes, promove um aumento do fluxo sanguineo
na area lesada e, este efeito, € responsavel pelo eritema ou rubor na area
comprometida. Ademais, pode ocorrer elevagcao da temperatura local (LATEY,
2001).

O aumento da permeabilidade vascular consiste na saida de um fluido rico em
proteinas (exsudato) para o meio extravascular resultando em acumulo deste, no
local da lesdo (edema) (PATTERSON e LUM, 2001; LEY, 2002). O edema tecidual
comprime as terminagdes nervosas causando dor e consequente formagdo do
edema e dor, os tecidos afetados perdem suas fun¢des normais (DAVIES e HAGEN,
1997; CORREA, 2000). Em decorréncia do aumento da permeabilidade vascular, a
velocidade da circulagao diminui (estase sanguinea) contribuindo para a marginagéao
dos leucécitos (SIEGELMAN; STANESCU; ESTESS, 2000). A seguir, ocorre uma
fase subaguda, caracterizada por infiltracdo de leucdcitos e de células fagociticas
para o sitio da lesdo. Este evento celular é dito quimiotaxia (ALl et al., 1997,
FRANGOGIANNIS; SMITH; ENTMAN, 2002). No local da lesdo os neutréfilos e
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macrofagos reconhecem o agente agressor, englobam e o destroem (fagocitose)
(RODRIGUES et al., 2002).

1.5.2 Correlagao entre agao antiinflamatéria e estresse oxidativo

As EROs participam tanto do metabolismo normal da célula quanto em
diversas patologias. Em varias condi¢des patologicas, como as doencgas
inflamatdrias, a homeostase entre a produgao de antioxidantes e pré-oxidantes pode
ser afetada, acarretando um aumento na producdao de EROs, que por sua vez,
destroem o antigeno responsavel pelo processo inflamatério. Contudo, tal producéo
excessiva leva a injuria tecidual pelo dano causado as macromoléculas e
lipoperoxidagdo de membranas. Ademais, as EROs podem atuar como mensageiras
secundarias ativando a producdo de outros mediadores envolvidos no processo
inflamatério (MAXWELL, 1995; MIESEL et al., 1995; POLLA et al., 1995; HAANEN e
VERMES, 1995; WHISLER et al., 1995).

1.5.3. Plantas medicinais e fitoterapicos como antiinflamatoérios

Varios farmacos antiinflamatérios tém mostrado, recentemente, um
mecanismo antioxidante como parte de sua atividade. Entre tais farmacos pode-se
citar o nimesulide (FACINO et al.,, 1993), aminosalicilatos (MILES e GRISHAM,
1994), salicilato de sodio e acido acetil salicilico (KOPP e GOSH, 1994 in SIES,
1997), componentes tiolatos como a aurotioglucose (YANG et al.,, 1995 in SIES,
1997), glicocorticoides (AUPHAN et al., 1995; SHEINMAN et al., 1995 in SIES, 1997)
e poliaminas (LOVAAS e CARLIN, 1991; FERRANTE et al., 1986 in SIES, 1997),
dentre outros farmacos.

Contudo, é interessante estudar produtos de origem natural, tais como
extratos de plantas usadas na medicina tradicional, as quais ndo se pode afirmar de
antemao, que também possuam um mecanismo antioxidante.

PEREZ-GARCIA e MARIN, 1996 relataram, através de ensaios in vivo e in
vitro, a diminuicdo do estresse oxidativo causado pelo extrato aquoso de Puchea
sagittalis (planta medicinal popularmente utilizada na América do Sul), que

ocasionou o controle da inflamacgéao pela inibicao da atividade de EROs.



19

ISMAILI et al., 2004 relataram atividade antiinflamatéria pelo uso tdpico,
através de ensaios in vivo e atividade antioxidante in vitro dos extratos das folhas de
Thymus satureoides Boiss, Thymus willdenowii Boiss, Thymus brussonettii Boiss
(Labiateae), plantas aromaticas tradicionalmente utilizadas como medicinais pela
populacéo do Norte da Africa, cujo nome popular é “azukni”.

TROUILLAS et al., 2003 relataram a correlagdo entre atividade
antiinflamatoria e antioxidante em algumas plantas medicinais amplamente utilizadas
na medicina popular francesa, tais como Filipendula ulmaria, Alchemilla vulgaris,
Rosmarinius officinalis, Urtica dioiica, Equisetum arvense, Betula pendula, llieracium
pilosella, Achiellea millefolium, Lithospermum officinal, Cynara scolymus, Lamium
album, Vaccinium myrtillus, Chamomilla recutia, Humulus lupulus, Meliotus officinalis
e Lotus corniculatus.

Flavonoides de origem vegetal, como a quercitina, inibe a produgédo de O™
por neutrofilos humanos, sua degranulagdo e geragcdo de OHe, a flavona-3-
hidroxifarrerol inibe o burst respiratério em neutréfilos humanos ativados. Muitos
destes compostos tém mostrado atividade “scavenger” de EROs e também
inibidoras da lipoperoxidagao no processo inflamatério (PIETTA, 2000).

Seguindo a indicagdo popular de uso das espécies Ouratea parviflora,
Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, como antiinflamatorias, optou-se em
analisar, neste trabalho, através de ensaios bioldgicos, bioquimicos e de
mutagenicidade, tanto in vitro quanto in vivo, a possivel correlagdo entre atividade

antioxidante e antiinflamatoria dos extratos e fragdes obtidos das referidas plantas.



20

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho objetivou avaliar o potencial antioxidante e
antiinflamatoério dos extratos brutos e fracbes de Ouratea parviflora, Polymnia
sonchifolia e Marlierea obscura, utilizando-se modelos bioldgicos e bioquimicos in

vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar in vitro o potencial antioxidante de todos os extratos brutos e
fragbes de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura,
utilizando o ensaio de captagdo do radical DPPH, O, e ‘OH, além da

lipoperoxidagao;

2. Avaliar in vivo o estresse oxidativo (fragmentacdo do DNA,
lipoperoxidagdo de membranas e carbonilagédo de proteinas) e as defesas
antioxidantes (concentracdo de GSH, atividade da CAT e GST) em
camundongos pré-tratados com o extrato bruto e fracdo hidroalcodlica de
Ouratea parviflora (os quais revelaram os melhores resultados nos ensaios in
vitro), e posteriormente, tratados com um agente indutor de estresse

(tetracloreto de carbono : CCly);

3. Avaliar in vivo o potencial antiinflamatoério dos extratos brutos e fragdes
de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, que
revelaram os melhores resultados nos ensaios referentes aos itens 1 e 2
supracitados, através do modelo da indugdo do edema de pata em

camundongos pela carragenina.
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3. METODOLOGIA

3.1 Extratos brutos e fragées das plantas medicinais

As folhas de Ouratea parviflora e Marlierea obscura foram coletadas em 2001,
na Reserva da Juréia, area de preservagdao ambiental, porgao integrante da Mata
Atlantica, estado de Sao Paulo, Brasil. As espécies foram identificadas e as
exsicatas encontram-se depositadas no Herbario do Estado de Sao Paulo Eneida P.
K. Fidalgo, do Instituto de Botanica. As folhas de Polymnia sonchifolia foram
coletadas em Capao Bonito, estado de Sao Paulo, onde é cultivada.

Os extratos e fracdes das plantas, utilizados neste estudo para a avaliagao do
potencial antioxidante e antiinflamatério, foram produzidos e gentiimente cedidos
pela Dra. Maria Helena Rossi do Laboratério de Quimica e Farmacologia de
Produtos Naturais, do Centro de Sanidade Animal, do Instituto Biolégico de Sao

Paulo.

3.1.1 Preparo do extrato bruto e fragées das plantas

3.1.2 Preparo do extrato bruto e fragoes de Ouratea parvifiora

O material vegetal (1,7 Kg de galhos e folhas), apds a secagem, foi moido e
extraido com etanol (durante trés dias, por trés vezes consecutivas), do qual obteve-
se, apo6s a evaporacao do solvente, o extrato bruto etandlico.

O extrato etandlico (78,25 g) foi solubilizado em etanol:agua 75% e
submetido a particbes com hexano, cloroférmio e acetato de etila, obtendo-se as
fragcbes hexanica, cloroformica, acetato de etila e hidroalcodlica. As fragdes foram
purificadas por cromatografia em coluna de silica e Diaion HP-20 e cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC). A fracdo hexanica foi particionada em hexano:
metanol, obtendo-se a s fragbes hexanica e metandlica, isolando-se da fragao
metandlica, a apigenina e amentoflavona. Da fragdo cloroformica foi isolado um
biflavonoide, a agastiflavona. Da fragdo acetato de etila foram isolados apigenina,
um glicopiranosideo, e um norisoprendide da familia dos mastigmanos. Da fragao

hidroalcodlica, além de mistura de agucares, foi isolado o flavonodide rutina.
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Os componentes obtidos foram identificados com base em ressonancia
magnética nuclear de Hidrogénio (RMNH') e Carbono (RMNC™), além de

espectrometria de massas (SM).
3.1.3 Preparo do extrato bruto e fragoes de Polymnia sonchifolia

As folhas secas foram moidas e submetidas a maceragdo com etanol a frio
por 3 a 4 dias, repetindo-se o processo por 3 vezes consecutivas. Apds, efetuou-se a
evaporagao do solvente sob pressao reduzida, o residuo chamado de extrato
etandlico (B) foi submetido a uma cromatografia rapida sob vacuo em coluna de
silica 60, utilizando-se os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol.
Desta forma, foram obtidas as fragdes: hexanica, cloroférmica (B6), acetato de etila
(B1) e metandlica (B5). A fragdo acetato de etila (B1) foi cromatografada em coluna
de silicagel 60H sob pressdao e o material foi eluido sucessivamente com as
misturas: hexano/ acetato 3:7, hexano/ acetato 2:8 e acetato/metanol 1:1, obtendo-
se respectivamente as fragdes: B2, B3 e B4.

Da fracdo B2 foram isoladas as lactonas sesquiterpénicas enidrina e
uvedalina . Da fragao B3 foram isoladas além da enidrina e uvedalina, os flavondides
3,7—di-O-metil quercetina e 7-O-metil hesperetina. Da fracdo B4 foram isolados os

dois flavondides mencionados. A fracdo B5 constitui-se numa mistura de agucares.
3.1.4 Preparo do extrato bruto e fragoes de Marlierea obscura

A planta foi coletada Na Reserva da Juréia (estado de Sdo Paulo) e
identificada por Inés Cordeiro do Instituto de Botanica. As folhas secas foram moidas
e submetidas a maceragao com etanol a frio por 3 a 4 dias, repetindo-se o processo
por 3 vezes consecutivas. Apos a evaporagao do solvente sob pressdo reduzida, o
residuo chamado de extrato etandlico (B) foi submetido a uma cromatografia rapida
sob vacuo em coluna de silica 60 utilizando-se os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol. Desta forma foram obtidas as fragdes: hexanica,

cloroférmica, acetato de etila e metanodlica .
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3.2. Reagentes

O acido nitrilo acético (NTA), acido tiobarbiturico (TBA), fenazina-metasulfato,
hidroperdxido de cumeno, 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB), hidroxitolueno
butilado (BHT), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), “nitrilo blue
tetrazolium” (NBT), fenazina-metassulfato, lauril sarcosinato de sdédio, dimetil-
sulfoxido (DMSO), tetracloreto de carbono (CCls), brometo de etidio, peroxido t-
butila, triton X-100, rutina, xantina, xantina oxidase, e carragenina foram adquiridos
junto a Sigma-Aldrich (St Louis, USA). Cloreto férrico (FeCl,), éter, EDTA e tampéao
fosfato de potassio adquiriu-se através da Reagen, Brasil.

Agarose NMA - “normal melting agarose”, agarose LMA — “low melting
agarose”, PBS livre de Ca** e Mg?*, solucdo de Hanks e TRIS foram adquiridos junto
a Gibco BRL, Escdcia.

Os kits para a dosagem da AST, ALT foram adquiridos junto a Labtest
Diagnéstica S.A. (MG, Brasil).

3.3 Animais

Para a realizacdo dos experimentos utilizou-se camundongos SWIS (Mus
muscullus), machos, 25 — 40g de peso, com aproximadamente 70 dias, provenientes
do Biotério Central da UFSC, através do Departamento de Bioquimica (BQA), Centro
de Ciéncias Biologicas (CCB), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Os animais foram aclimatados no biotério do Laboratério de Bioquimica
Experimental durante um periodo de 5 dias. Pesou-se e dividiu-se os animais em
grupos de seis, os quais foram mantidos em gaiolas plasticas sob condi¢des
ambientais controladas (ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura 25 + 2°C e 60% de
umidade relativa do ar), recebendo ragao comercial e agua ad libitum.

Este estudo integra um projeto maior aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA), aprovado sob o numero de protocolo de pesquisa/ensino
149/CEUA - 23080.009607/2002-88.
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3.4 Ensaios Bioldgicos

3.4.1 Atividade antiinflamatoria in vivo

3.4.1.1 Modelo do edema de pata em camundongos induzido pela carragenina

Ap06s o periodo de adaptagdo, os camundongos foram divididos em grupos de
seis animais cada, com distribuicdo relativamente aproximada de peso. Cada grupo
de animais foi pré-tratado, via oral, com 300 mg/kg de peso diluida em solugéo
salina com 5% de etanol, com as seguintes amostras : extrato bruto e fragcéo
hidroalcodlica de Ouratea parviflora, extrato bruto de Polymnia sonchifolia, e fragao
metandlica de Marlierea obscura. O grupo controle negativo recebeu somente a
solugdo veiculo PBS. Apdés 30 min foi feita a aplicagdo via intraplantar da
carragenina. A seguir, o volume da pata foi determinado através do aumento do
peso promovido pela imersdo da pata até a articulacéo tibio-tarsica em um Becker
contendo uma solucao 2,5% de lauril sulfato de sédio, colocado sobre uma balanga
analitica eletrénica. As variagcbes de volume das patas foram registradas
numericamente pela balanga nos tempos zero (antes da inje¢gado do agente flogistico
carragenina) e ap6s 30, 60, 120 e 240 minutos. Os resultados foram expressos
como médias + E.P.M. referentes a diferenca de volume entre a pata posterior direita
injetada com carragenina, e a pata posterior esquerda injetada com veiculo PBS
(salina tamponada com fosfato, composicdo em mmol/L : NaCl 137, KCIl 2,7 e
tampao fosfato 10).

Calculou-se as percentagens de inibicao para cada grupo tratado em relagao
ao controle através da area sobre a curva dos animais controle, considerados como
100% de edema, e animais tratados (TORRES, 2000).

3.4.2 Atividade antioxidante in vitro

3.4.2.1 Determinacgao da atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril

hidrazina
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O “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril hidrazina (DPPH) foi avaliado pela
medida da extincdo de sua absor¢cdo maxima em 517 nm (MENSOR, 2001). O
procedimento constituiu-se na incubagao, durante 30 min a temperatura ambiente,
de uma solucdo etandlica de DPPH 3,0 mM com concentragdes crescentes (5, 10,
25, 50, 125 e 250 ug/mL) dos extratos e fracbes de Ouratea parviflora, Polymnia
sonchifolia e Marlierea obscura. Apds o referido periodo, mensurou-se
espectrofotométricamente em 517 nm, e o percentual “scavenger”’ do radical DPPH
foi calculado em termos da porcentagem de atividade antioxidante (AA%), conforme
a seguinte férmula:

AA% = 100 — {[(AbS.amostra — AbS.pranco) X 100] + AbS.controle}

A concentracdo das amostras necessarias para captar 50% do radical livre

DPPH (CEsp) foi calculada por analise de regressdo exponencial e linear, e foram

expressas em média + E.P.M.

3.4.2.2 Formagao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical anion

superoxido (02")

Para avaliar-se a capacidade “scavenger’” do O," utilizou-se os sistemas
geradores do referido radical, os quais podem ser gerados tanto pelo sistema
enzimatico, através da reacado catalisada pela enzima xantina oxidase (XO), que
utiliza a xantina como substrato levando a formacao de O," e acido Urico, quanto
pelo sistema ndo enzimatico, através da reagdo do metassulfato de fenazina com
NADH (ROBAK e GRYGLEWSKI, 1988).

Inicialmente, avaliou-se o efeito dos extratos e fragcdes de Ouratea parviflora,
Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura sobre a atividade da enzima XO. O sistema
de incubacgao constituiu-se de : tampao fosfato 0,1 M, pH 7,8; extratos e fracoes de
Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura com concentragdes
crescentes (50, 75, 125, 250, 500 e 1000 ug/mL); xantina 100 uM e XO 0,04 U/mL.
Apos 10 min de incubacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida
adicionando-se aos tubos testes HCI 0,1 N. A formacdo de acido urico a partir da
xantina, foi mensurada espectrofotometricamente a 295 nm.

Posteriormente, avaliou-se o potencial antioxidante dos extratos e fragdes de

Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura na redugdo do “nitro
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blue tetrazolium” (NBT) pelo O,", gerado pela reagéo catalisada pela XO. O sistema
de incubacao constituiu-se de : tampao fosfato 0,1 M, pH 7,8; extratos e fracbes de
Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura com concentragoes
crescentes (50, 75, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL); xantina 100 uM; NBT 6 mM e XO
0,04 U/mL. Incubou-se por 10 min a temperatura ambiente. Apds, interrompeu-se a
reacdo com a adicdo de HCI 0,1 N. A reducdo da absorbancia do NBT foi avaliada
espectrofotométricamente em 560 nm (ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988) de acordo
com a seguinte férmula:
AA% = 100 — {[(AbS.amostra — AbS.pranco) X 100] + AbS.controle}

Os valores da concentragéo efetiva (CEsp) representaram a concentragdo
suficiente da amostra necessaria para captar 50% dos radicais O,", os quais foram
calculados por analise de regressao exponencial, expressos em media + E.P.M.
Considerou-se os valores da absorbancia dos controles como 100% da reduc¢do do

NBT sem a presenca dos extratos e fragcdes das plantas testadas.

3.4.2.3 Formagao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical hidroxil
(‘OH)

A formagdao e monitoramento do radical hidroxil foram determinados pelo
método da desoxirribose segundo HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1981 e NISHIDA et
al., 1991. Tal método baseia-se na oxidagcdo da desoxirribose provocada por “OH
produzido pela reagao de H,O, com o ferro, levando a formacéo de substancias que
reagem com o acido tiobarbiturico (TBA), monitoradas espectrofotométricamente a
532 nm. Os ensaios foram realizados em ftriplicatas.

Inicialmente incubou-se por 10 min a temperatura ambiente, 25 uL de FeCl;
1,2 mM e 100 uL de &cido nitrilotriacético (NTA) 1,2 mM para formagao de quelato.
Em seguida adicionou-se 150 uL de tampao fosfato de potassio 80 mM com pH 7,4;
60 uL dos extratos e fragdes de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea
obscura com concentragdes crescentes (10, 100, 500 e 1000 ug/mL); 100 uL de
desoxirribose 33,6 mM; agua destilada e 100 uL de H;O, 16,8 mM. A seguir,
realizou-se nova incubacéo por 20 min a 37 °C em banho-maria. Apos este periodo,
a reacgao foi interrompida pela adi¢ao de 1,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 2,8%

seguida de 1,0 mL de TBA 1% em NaOH 0,05 N. Posteriormente, incubou-se por 15
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min a 100 °C em banho-maria e finalizou-se a reagao com banho de gelo por 5 min.
A absorbancia das solugdes foi mensurada espectrofotométricamente em 532 nm,
contra um tubo, denominado branco, contendo todos os reagentes e com a mesma
concentracdo das amostras utilizadas no ensaio, excetuando-se a desoxirribose.
Calculou-se o potencial “scavenger” do “OH em termos de porcentagem de atividade
antioxidante (AA%) conforme a férmula a seguir :

AA% = 100 — {[(AbS.amostra — AbS.pranco) X 100] + AbS.controle}

Os resultados foram expressos em termos de CEsy que representa a
concentragao suficiente da amostra necessaria para captar 50% dos ‘OH, os quais
foram calculados por analise de regressdo exponencial e expressos como média +
E.P.M. Considerou-se, para os controles, 100% de oxidagcdo para os valores das

absorbancias obtidas.

3.4.2.4 Protecao contra a peroxidacgao lipidica

Avaliou-se a protecdo contra peroxidagao lipidica de acordo com CHEN e
TAPPEL, (1996), utilizando-se homogenato de figado de ratos como substrato alvo.
Os animais foram anestesiados com éter etilico e sacrificados por deslocamento
cervical. Retirou-se o figado e lavou-se com solugdo salina 0,9%, pesou-se e
homogeneizou-se (Ultraturax — Bosh) em tampéo fosfato de potassio 10 mM e pH
7,0 em KCI 140 mM. Centrifugou-se o homogenato a 2000 g por 5 minutos a 4°C e,
o sobrenadante diluiu-se (3:9) em tampéao fosfato de potassio 80 mM e pH 7,4.

Posteriormente, fez-se a incubagao de : 100 uL H,O destilada, 125 uL de
tampao fosfato de potassio 80 mM e pH 7,4, 100 uL de peréxido t-butila, 100 uL de
diferentes concentragdes dos extratos e fragdes de Ouratea parviflora, Polymnia
sonchifolia e Marlierea obscura (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pug/mL), e 150 uL do
homogenato diluido. Ao tubo controle adicionou-se 100 uL de BHT. Tal mistura foi
incubada a 37 °C, sob agitagdo e condi¢cdes aerdbicas por 2 horas. Apds incubacgao,
adicionou-se 1,0 mL de TCA 2,8% seguido de 1,0 mL de TBA 1% em NaOH 0,05 N,
o sistema de incubacdo foi aquecido a 100°C por 15 min em banho-maria e, a
sequir, transferiu-se as amostras para o banho de gelo, por 5 min. A absorbancia

das solugdes foi monitorada espectrofotométricamente em 532 nm.
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Calculou-se o potencial de protecdo contra a lipoperoxidagdo em termos de
atividade antioxidante de acordo com a seguinte férmula:
AA% = 100 — {[(AbS.amostra — AbS.branco) X 100] + AbS.controle}
Os valores de CEsg representam as concentracbes das amostras que sao
necessarias para prevenir em 50% a peroxidacao lipidica, e foram calculadas por

analise de regressao exponencial e linear, expressos como média + E.P.M.

3.4.3 Potencial antioxidante in vivo e indicadores de estresse oxidativo

3.4.3.1 Protocolo experimental

Os camundongos foram divididos em grupos (n = 6), onde o grupo 1 foi
tratado via intraperitoneal com CCl, (agente indutor de estresse) 0,5 mL / 100 g
(30% v/v) em solugéo salina; os grupos 2 e 3 foram pré-tratados por via oral durante
7 dias com o extrato bruto e fragao hidroalcodlica de Ouratea parviflora (300mg/Kg),
o grupo 4 foi tratado com rutina (6,0 mg/kg). No sétimo dia tratou-se todos os
camundongos com CCL4. Apds as 24 horas da administracdo do CCl,, anestesiou-
se 0s animais com éter etilico e coletou-se o sangue periférico por pungéo ocular
para a avaliacdo enzimatica da funcdo hepatica e fragmentagdo do DNA.
Imediatamente apds a coleta sanguinea, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os figados retirados e lavados com solugao salina 0,9%

para as dosagens dos indicadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes.

3.4.3.2 Avaliagao de dano as membranas celulares

3.4.3.2.1 Medida da lipoperoxidagao pelo TBARS

A avaliacado da peroxidacao lipidica endégena foi realizada em triplicata, pela
deteccdo dos seus derivados lipoperédxidos, através de substancias que reagem com
0 acido tiobarbiturico (TBARS), destacando-se o malondialdeido, produzindo uma
base de Shiff de coloragdo rosacea (OHKAWA, 1979; BIRD e DRAPER, 1984).

Apos a morte dos camundongos, os figados foram retirados e colocados
imediatamente em caixas térmicas contendo gelo e ao abrigo da luz. Separou-se

uma pequena porgao e pesou-se para a preparagdo do homogenato, obtido em
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acido fosforico 1,1% (1:20 p/v). A homogeneizagao foi realizada em banho de gelo,
com cerca de 20 impactos em homogenizador Potter-Elvehjem.

ApoOs a referida homogeneizagao, transferiu-se 400 ('L do homogenato para
400 pL da solugéo (1% TBA / 50 mM NaOH / 0,1 mM BHT) e 0,2 mL de acido
fosférico 7%. Posteriormente, incubou-se a amostra a 100 °C por 15 min em banho-
maria, e entdo, adicionou-se 1,5 mL de butanol. Finalmente, os tubos foram agitados
vigorosamente em vortex e centrifugados a 2000 g por 5 min. A fase organica
(sobrenadante) foi removida e mensurada espectrofotometricamente, em 532 e 600
nm. Para o branco substituiu-se a solu¢do de TBA por HCI 3,0 mM (HERMES-LIMA
e STOREY, 1995).

Calculou-se a concentragdo de TBARS (nmol/g) utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 156 mM segundo a férmula a seguir:

[TBARS] = [Amostra (Ass2 — Asoo) — Branco (Assz — Asoo)] X 1000 x diluicbes + 156.

3.4.3.2.2 Medida da lipoperoxidagao pelo FOX (oxidagao do ferro pelo xilenol

laranja)

Os ensaios para avaliar a concentracdo dos hidroperoxidos lipidicos foram
realizados segundo HERMES-LIMA et al., 1995. As amostras de figado (200 mg)
foram pesadas e homogeneizadas em 1,0 mL de metanol a 4 °C, grau HPLC (1:5
g/v). Os homogenatos foram centrifugados a 1000 g, a 4 °C, e os sobrenadantes
obtidos foram removidos. Entdo foram incubados os seguintes reagentes : 250 (L
de FeSO4 1 mM, 100 pL de H,SO4 0,25 M, 100 uL de xilenol laranja 1 mM e 450 mL
da agua destilada. Entdo adicionou-se 60 uL do homogenato e ajustou-se o volume
final para 1 mL usando-se agua destilada. O branco foi preparado substituindo-se o
extrato do tecido por agua destilada. As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 24 horas até que a reacado estivesse completa. A absorbancia foi
mensurada em 580 nm. Em seguida, adicionou-se as amostras do tecido, 5 uL de
cumeno hidroperéxido 1 mM e entdo, aguardou-se por 60 min e a absorbancia foi
mensurada novamente, em 580 nm.

A concentragdo de hidroperoxidos lipidicos (substancias reativas do FOX) foi
expressa em termos de equivalentes de cumeno hidroperéxido por grama de tecido

(CHPE/Q) através da férmula :
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CHPE/g peso do tecido = (AbS.amostra / AbS.5 nmol cp) X 5 nmol CHP x 1000 =~V x 6

V = volume do extrato da amostra utilizada; 6 = fator de diluicdo 1:5 g/v

3.4.3.3 Avaliagao do dano ao DNA

3.4.3.3.1 Ensaio Cometa

EROs podem causar alteragdes estruturais no material genético, tais como
delecbes, rearranjos e insergdes. Além da producédo mitocondrial, EROs sao geradas
em quadros patolégicos (CUZZOCREA et al., 2000). No intuito de avaliar se os
extratos e fragdes das plantas aqui pesquisadas poderiam reduzir possiveis danos
ao DNA promovidos pelas EROs, utilizou-se o teste do cometa, um ensaio de
genotoxicidade relativamente recente o qual une técnicas citogenéticas e
bioquimicas para deteccdo de danos ao DNA, inclusive danos oxidativos avaliando-
se a fragmentacdo do DNA através de eletroforese horizontal e de microscopia de
imunofluorescéncia (SINGH et al., 1988). Este teste fundamenta-se na eletroforese
de células lisadas sob condi¢des alcalinas e embebidas em gel de agarose de baixo
ponto de fusdo, sobre laminas de microscopia. Diluiu-se 20 uL do sangue periférico
dos camundongos em 100 uL de PBS (1:10). A partir desta diluigao, coletou-se 10
uL e entdo homogeneizou-se em 70 uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA
0,75%) a 37°C. Transferiu-se este sistema (células/LPMA) para uma lamina de
microscopia, a qual continha uma pré-camada de agarose de ponto de fusdo normal
(NMPA 1%) obtida previamente por esfregaco. Em seguida, cobriu-se o referido
sistema, com uma laminula de vidro. As laminas foram entdo acondicionadas a 5°C
durante 5 min. A seguir, efetuou-se a retirada das laminulas e transferiu-se as
ldminas para cubas apropriadas e envoltas em papel aluminio para o abrigo da luz,
contendo solugéo de lise a 4°C (2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100, 10%
DMSO e 10 mM Tris pH 10). Mergulharam-se, entéo, as laminas na referida solugao
por no minimo 24 h. Apds o periodo de lise das membranas celulares e nucleares,
as laminas foram mantidas durante 30 min em tampé&o alcalino a 4°C (300 mM
NaOH e 1 mM EDTA, pH 13), e o DNA liberado foi, entdo, submetido a uma
eletroforese horizontal sob voltagem de 25V e corrente elétrica de 280 mA por 20

min. A seguir, as laminas foram lavadas, trés vezes em intervalos de 15 min, com
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solucao neutralizadora que consistia de tampao Tris 0,4 M, pH 7,5. Finalmente, cada
lamina foi corada com brometo de etideo (2 pug/mL) e entéo, fixada com etanol a
4°C. Efetuou-se a leitura das laminas em microscopia de imunofluorescéncia (400x)
com filtro de excitagdo de 515 e filtro de extingdo de 560 nM (SINGH et al., 1988).

Para o controle negativo das amostras utilizou-se uma aliquota de sangue
periférico de um camundongo controle, sem tratamento. Para o controle positivo,
utilizou-se 10 uL de sangue periférico de camundongo controle adicionando-se 100
ul de H,O2 1000 uM, e incubou-se por 10 min em temperatura ambiente.

Para cada animal analisou-se, aleatoriamente, imagens de 100 células (50
células de cada lamina, em duplicata) e o tamanho dos cometas (regidao nuclear +
cauda) foi classificado visualmente.

Os cometas de cada animal foram divididos em classes, de acordo com o
tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda (indicativos de auséncia de
dano ao DNA e denominados cometas de classe 1), até cometas que apresentaram
cauda longa (indicativos de dano maximo ao DNA e denominados cometas de
classe 5).

Com o intuito de expressar-se o dano visualizado nas laminas em valores
numericos, cada classe recebeu uma pontuagao, segundo demonstrado na Tabela
2.

Tabela 2. Pontuagao e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe1 Classe2 Classe3 Classe 4 Classe 5

Pontuacgao 0 1 2 3 4

Imagem do

cometa

Para cada animal atribuiu-se uma pontuacdo utilizando-se o indice de
unidades arbitrarias, obtido de acordo com o numero de cometas visualizados em
cada classe, segundo a equagéao a seguir :

indice de dano ao DNA = (N° de cometas classe 1 x 0) + (N° de cometas
classe 2 x 1) + (N° de cometas classe 3 x 2) + (N° de cometas classe 4 x 3) + (N° de

cometas classe 5 x 4).
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Consequientemente, obteve-se uma unica pontuagdo para cada grupo
estudado. Entdo, o indice de dano de cada grupo variou de 0 (auséncia de dano) a
400 (presenca de dano maximo).

Para todas as amostras, os resultados foram expressos como média + E.P.M.
das unidades arbitrarias de cada grupo experimental e da quantidade de células por

classe de dano.

3.4.3.4 Avaliagao do dano oxidativo as proteinas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilagdo foi determinado de acordo
com o meétodo proposto por LEVINE e STADTMAN, 1990. Os figados foram
homogeneizados (na diluicdo de 1:20) em 5% de acido sulfossalicilico gelado e
entdo centrifugados a 15000 g por 5 min. Desprezou-se os sobrenadantes e
adicionou-se aos precipitados 0,5 mL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em
2 M de HCI). Mantiveram-se as amostras a temperatura ambiente por 1 hora, sendo
vigorosamente agitadas em vortex a cada 15 min. Ent&o, adicionou-se 500 pL de
TCA 20%, agitou-se os tubos e centrifugou-se por 6 min a 15000 g. Os
sobrenadantes foram desprezados e o removeu-se o excesso de DNPH lavando-se
os precipitados por trés vezes com uma solugado de etanol:acetato de etila (1:1), e
em seguida agitando-se os tubos e centrifugando-os por 3 min a 15000 g. Os
precipitados resultantes foram dissolvido em 1,0 mL de cloreto de guanidina 6 M e
submeteu-se a agitagdo e incubou-se por 15 min a 37°C, para dissolugéo. As
absorbancias maximas, no intervalo de 360 a 370 nm, foram determinadas e os
valores finais das proteinas carboniladas foram determinados utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 22 mM. Os brancos foram preparados substituindo-
se a DNPH por HCI 2 M.

3.4.3.5 Glutationa reduzida

Amostras de figado foram precipitadas com TCA 12% nas diluigées 1:10 (p/v)
homogeneizadas com cerca de 20 impactos em homogeneizador Potter-Elvehjem,
seguidos de centrifugacao a 5000 g durante 5 min. A concentragdo de pequenos
tidis foi avaliada imediatamente apds a obtencdo dos extratos acidos hepaticos
(BEUTLER et al.,, 1963). A adicdo de 0,2 mL de DTNB (2,5 mM) nas cubetas
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contendo 1,9 mL de tampéao fosfato de potassio 80 mM pH 8,0 e 0,1 mL do extrato
acido permitiu, apos cerca de 2 min, a obtengdo maxima de formagao do anion
tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel espectrofotométricamente em 412 nm. As

analises foram feitas em duplicatas e os valores expressos em umol g .
3.4.3.6 Atividade da enzima catalase

Para analise da atividade desta enzima, quantificou-se a velocidade de
decomposicéo do perdxido de hidrogénio (H202), em 240 nm, pela enzima presente
na amostra (AEBI, 1984). Para esse ensaio, utilizou-se a solugcdo de perdxido de
hidrogénio (10 mM) em tampéo fosfato de potassio (50 mM) pH 7,0 preparada e
titulada no dia da analise. Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da
solugdo de H,O, e 20 uL de amostra. Apdés a homogeneizagdo do conteudo a
velocidade de decomposicdo do H,O, foi mensurada durante 20 segundos. As
amostras foram analisadas em duplicatas, sendo os valores expressos em mmol de

H,0, consumido min™'g™.
3.4.3.7 Atividade da enzima glutationa S-transferase

A atividade da GST foi mensurada espectrofotométricamente em 340 nm
(HABIG et al., 1974). A amostra foi adicionada em um meio contendo 10 uL de
CDNB 0,1 M, 10 uL de GSH 0,1 M e 970 uL de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo
que na cubeta de referéncia o volume de amostra foi substituido por tampao. As
analises foram feitas em duplicatas e os valores da atividade da enzima expressos

em nmol de CDNB conjugado min ~' g =",

3.4.4 Marcadores de fung¢ao hepatica
3.4.4.1 Determinacgao da atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST)
Para determinacdo da atividade desta enzima foram utilizados o método

cinético de tempo fixo e medicdo de tempo final através de um kit comercial para

diagndstico clinico (Labtest Diagndstica S.A.). Pré-incubaram-se 0,25 mL de tampao
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67 mmol/L pH 7,4 contendo acido a-cetoglutarico 2 mmol/L, acido L-aspartico 99
mmol/L e azida sodica 15,4 mmol/l em banho a 37°C durante 2 min. Apds este
periodo foram adicionados 0,05 mL de soro e a mistura foi incubada novamente a
37°C durante 60 min. Posteriormente, adicionou-se 0,25 mL do reagente de cor (2,4
dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e acido cloridrico 1 mol/L), incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 min e adicionou-se 0,25 mL de NaOH.

As absorbancias foram determinadas em 505 nm e os valores foram

expressos em Ul.

3.4.4.2 Determinagao da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT)

Para determinagdo desta enzima foi utilizado o método cinético de tempo fixo
e medigdo de ponto final através de um kit comercial para diagndéstico clinico
(Labtest Diagndstica S.A.). Pré-incubaram-se 0,25 mL de tampao 67 mmol/L pH 7,4
contendo acido a-cetoglutarico 2 mmol/L, acido L-alanina 100 mmol/L e azida sédica
15,4 mmol/l em banho a 37°C durante 2 min. Apds este periodo, foram adicionados
0,05 mL de soro e a mistura foi incubada novamente a 37°C durante exatamente 60
min. Posteriormente, adicionou-se 0,25 mL do reagente de cor (2,4
dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e acido cloridrico 1 mol/L), incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 min e adicionou-se 0,25 mL de NaOH.

As absorbancias foram determinadas em 505 nm e os valores foram

expressos em Ul.

3.5 Analise Estatistica

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de
analise de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para
tal, utilizou-se o software INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA) admitindo niveis
de significancia de p<0,05; p<0,01; e p<0,001.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antioxidante in vitro

5.1.1 Determinacao da atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril

hidrazina

5.1.1.1 Determinagao da atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril

hidrazina pela Ouratea parviflora

Na tabela 2 estdo representados os resultados da atividade antioxidante do
extrato bruto e fracbes de Ouratea parviflora pesquisadas, além de rutina,

relacionados ao ensaio da captacao do radical livre DPPH.

Observa-se que a atividade antioxidante, do extrato bruto e fragdes
analisadas, aumentou de acordo com a elevacdo da concentracido das referidas
amostras. Ao calcular-se a concentracao eficaz, verificou-se que das cinco fragcbes
testadas, quatro fragées : hexanica (OP1), acetato de etila (OP3), hidroalcodlica (OP4)
e metandlica (OPs) e a rutina, apresentaram atividade antioxidante importante (CEsg
inferior a 1000 pg/mL), excetuando-se a fragédo cloroférmica (OP;), que ndo exibiu

atividade “scavenger”, ou seja, aceptora e neutralizadora do radical livre DPPH.

Entretanto, € importante ressaltar que a fracdo hidroalcodlica (OP4)
apresentou potencial antioxidante frente ao radical DPPH mais expressivo, cujo valor
da concentracdo eficaz, mais se aproximou do valor da rutina, um flavondide de

reconhecida atividade antioxidante, utilizado como controle positivo do ensaio.
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Tabela 2. Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato bruto e fragdes de Ouratea

parviflora (1000 ug/mL) além de rutina, através da medida da capacidade “scavenger’ do

radical livre DPPH, testada em concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL).

Ouratea AA% CEs
parviflora 5 10 25 50 125 250 (ng/mL)’
OPge sa sa sa sa sa sa sa
op 0,09 + 0,28 + 0,55+ 0,30 + 5,47 + 8,25+ 396,97 £
! 0,003 0,011 0,004 0,004 0,003 0,006 0,46
OP, sa sa sa sa sa sa sa
2,69 + 2,31+ 5,60 + 7,87 + 989,63 +
OP; sa sa
0,016 0,022 0,002 0,003 2,34
op 1,90 + 6,53 + 17,98 + 35,83 + 77,93 + 86,78 + 78,10 £
¢ 0,003 0,002 0,002 0,004 0,004 0,003 1,40
1,37+ 2,44 + 5,76 + 7,13 + 18,11+ 32,92 + 382,57
° 0,003 0,004 0,001 0,003 0,002 0,001 0,43
32,21+ 65,3 + 89,19 +
rutina 100 100 100 8,20 +1,10
0,75 2,36 0,71

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.
' Os valores da concentragéo eficaz (CEsp) foram determinados por regresséo linear.
sa - sem atividade antioxidante em todas as concentracdes testadas
OPgg = extrato bruto; OP, = fragdo hexanica; OP, = fragao cloroférmica; OP3 = fragao acetato de etila;
OP, = fragdo hidroalcodlica; OPs = fragdo metandlica.
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5.1.1.2 Determinagao da atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril

hidrazina pela Polymnia sonchifolia.

Na tabela 3 estdo representados os resultados da atividade antioxidante do
extrato bruto e fragdes de Polymnia sonchifolia estudadas além de rutina,

relacionados ao ensaio do radical livre DPPH.

Observou-se que a atividade antioxidante do extrato bruto e da maioria das
fragcdes analisadas neste experimento, aumentou de acordo com a elevacdo da
concentracdo das referidas amostras, excetuando-se com relagdo a fragao hexano
acetato 2:8 (PS;3), que apresentou atividade antioxidante limiar referente a
concentracao de 125 ug/mL, visto que, na concentragao de 250 ug/mL a fracdo PSs,

passou a comportar-se com atividade pro-oxidante.

Ao calcular-se a concentragéo eficaz, verificou-se que o extrato bruto (PSgg),
as fragbes : hexano acetato 3:7 (PS;), hexano acetato 2:8 (PS3), metandlica (PSs) e

rutina, apresentaram atividade antioxidante importante (CEsg inferior a 1000 ug/mL).

Entretanto, cabe ressaltar que o extrato bruto etandlico apresentou melhor
resultado, com potencial antioxidante frente ao radical DPPH mais expressivo
quando comparado com os demais valores obtidos. Tal valor da concentracéo eficaz
aproximou-se mais do valor da rutina, um flavondide de reconhecida atividade

antioxidante, utilizado como controle positivo do ensaio.
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Tabela 3. Avaliagdo do potencial antioxidante do extrato bruto e fragdes de Polymnia
sonchifolia (1000 pug/m), além de rutina, através da medida da capacidade “scavenger’ do

radical livre DPPH, testada em concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 ug/mL).

Polymnia AA% CEs
sonchifolia 5 10 25 50 125 250 (ng/mL)’
3,09 + 6,5+ 13,4 + 32,05+ 63,53+ 195,77
PS EB sa
0,01 0,007 0,01 0,006 0,011 0,66
43 + 12,55 + 15,64 + 470,93 %
PS, sa sa sa
0,002 0,003 0,004 3,02
2,52 + 2,67 + 427+ -1866+ 517,69t
PS; sa sa
0,007 0,005 0,004 0,041 8,59
PS , sa sa sa sa sa sa sa
0,41 + 0,70 + 23,53+ 423,87t
PS5 sa sa sa
0,013 0,012 0,001 5,72
PS¢ sa sa sa sa sa sa sa
PS ; sa sa sa sa sa sa sa
32,21 + 65,3 + 89,19 + 8,20 +
rutina 100 100 100
0,75 2,36 0,71 1,10

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em ftriplicata.

' Os valores da concentracgao eficaz (CEsg) foram determinados por regresséo linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas.

PSgg = extrato bruto; PS, = fragdo hexano acetato 3:7; PS; = fragdo hexano acetato 2:8; PS, = fracao
acetato metandlica 1:1; PSs = fragdo metandlica; PS¢ = fracao cloroférmica; PS; = fragao hexanica.
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5.1.1.3 Determinacao da atividade “scavenger” do radical 1,1-difenil-2-picril
hidrazina pela Marlierea obscura.

Na tabela 4 estdo representados os resultados da atividade antioxidante das
fragcdes de Marlierea obscura pesquisadas além de rutina, relacionados ao ensaio do
radical livre DPPH.

Observou-se que a atividade antioxidante das fragbes hexanica (MO) e
metandlica (MO3;) aumentou de acordo com a elevagédo da concentragdo das
referidas amostras, excetuando-se com relagcdo a fragdo cloroférmica (MO+4), que
apresentou atividade antioxidante variavel frente as concentragdes, exibindo
atividade “scavenger”, porém a concentragao eficaz revelou ser muito alta (CEsp

superior a 1000 png/mL).

Ao calcular-se a concentracao eficaz, verificou-se que as fracbes hexanica
(MO) e metandlica (MOs3) apresentaram atividade antioxidante importante (CEso

inferior a 1000 ug/mL), tal como a rutina, o controle positivo da agao antioxidante.

Entretanto, € importante ressaltar que fragbes hexanica (MO) e metandlica
(MO3) apresentaram potencial antioxidante expressivo frente ao radical DPPH,

embora o melhor resultado tenha sido exibido pela fragdo metandlica (MOs3).

Contudo, todos os resultados das amostras distanciaram-se do valor exibido

pela rutina.



40

Tabela 4 Avaliacdo do potencial antioxidante do extrato bruto e fracbes de Marlierea

obscura (1000 ug/m), além de rutina, através da medida da capacidade “scavenger” do

radical livre DPPH, testada em concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL).

CEs
(ng/mL)’

Marlierea
obscura 5 10
40 + 3,33+
MO
0,003 0,001
0,13 + 0,45 +
MO,
0,001 0,003
MO, sa sa
-4,08 £ 1,25 +
MO,
0,048 0,001
32,21+ 65,3 +
rutina

0,75 2,36

251,19 +
1,09

6215,1
0,11

sa

236,60
0,67

8,20 £
1,10

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.

' Os valores da concentragéo eficaz (CEs,) foram determinados por regress&o linear.
sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas

MO = fragdo hexanica; MO, = fracdo cloroférmica; MO, = fracdo acetato de etila; MO; = fragado

metandlica.
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5.1.2 Formagao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical anion

superoéxido (02%)

5.1.2.1 Avaliacao da atividade da Xantina Oxidase (XO)

A avaliacdo da atividade da XO frente a exposicdo a um determinado
composto € uma medida indireta do potencial antioxidante deste, uma vez que esta

enzima € uma importante fonte geradora de &nion superoxido nos organismos.

5.1.2.1.1 Avaliagao da atividade da Xantina Oxidase (XO) sobre a Ouratea
parviflora

Na tabela 5 estdo representados os resultados do efeito do extrato bruto e

fracdes de Ouratea parviflora além de rutina, sobre a atividade enzimatica da XO.

Observou-se que a fragdo acetato de etila (OP3) apresentou um potente efeito
inibidor da XO (Clsg inferior a 100 ug/mL) quando comparado a rutina, enquanto o
extrato bruto (OPgg), fracdo hexénica (OP¢) e fragdo hidroalcodlica (OPj4),
apresentaram moderado efeito inibidor da enzima (Clsp inferior a 500 ug/mL). Ja a
fracdo metandlica (OPs) apresentou efeito relativamente semelhante ao flavonoide

padrao rutina (Clsg inferior a 1000 pg/mL).

Neste ensaio, todas as amostra de Ouratea parviflora mostraram-se efetivas
em inibir a enzima XO, geradora de radicais livres, exibindo assim, importante

atividade antioxidante, impedindo a formagao do anion superoxido.
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Tabela 5 Efeito do extrato bruto e fracbes de Ouratea parviflora e rutina sobre a atividade da

xantina oxidase (XO) testadas em concentragbes crescentes (5, 10, 25, 50, 75, 125 ug/mL).

% Inibigao’
Amostra
5 10 25 50 75 125 Clso (ng/mL)?
op 25,00+ 44,08+ 1700+ 4536+ 68,40+ 100 + 41,19 +
= 0,01 0.01 0.01 0.01 0,01 0.01 6,36
op 1512+ 3543+ 39,88+ 50,00+ 56,19+ 56,19+ 97,71
! 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 2,39
37,18+ 4417+ 4940+ 52,91 + 95,53 +
OP, sa sa
0,01 0,06 0,00 0,01 2,77
op 4550+ 4429+ 4862+ 4303+ 4955+ 48,86+ 134,00 *
: 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 1,12
op 31,14+ 4155+ 4127+ 4244+ 4156+ 46,50+ 134,40 *
¢ 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01
16,07+ 18,75+ 22,85+ 477,62
OPs sa sa sa
0,03 0,027 0,01 0,54
i’ 16,93+ 2435+ 30,58+ 37,53+ 6455+ 64,55+ 939,88 +
rutina
0,48 0,85 0,77 0,35 0,99 0,99 0,43

;I'odos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
Capacidade de inibir a xantina oxidase.

?Os valores da concentracgo inibitoria (Clso) foram determinados por regressao linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas.
OPg; = extrato bruto; OP4 = fragdo hexanica; OP, = fracao cloroférmica; OP; = fragdo acetato de etila;
OP, = fragao hidroalcodlica; OPs = fragdo metandlica.
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5.1.2.1.2 Avaliagdo da atividade da Xantina Oxidase (XO) sobre a Polymnia
sonchifolia

Na tabela 6 estdo representados os resultados do efeito do extrato bruto e

fragdes de Polymnia sonchifolia além de rutina, sobre a atividade enzimatica da XO.

Observou-se que a fracdo acetato metandlica 1:1 (PS,;) apresentou um
moderado efeito inibidor (Clsy inferior a 500 pg/mL), enquanto que as demais

amostras pesquisadas nao se mostraram efetivas em inibir a atividade da enzima
XO.
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Tabela 6 Efeito do extrato bruto e fragdes de Polymnia sonchifolia e rutina sobre a atividade

da xantina oxidase (XO) testadas em concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 75, 125 ug/mL).

% Inibigao’
Amostra
5 10 25 50 75 125 CEs, (ung/mL)
PS es sa sa sa sa sa sa sa
PS, sa sa sa sa sa sa sa
PS ; sa sa sa sa sa sa sa
1,40 + 2,46 + 33,49 + 39,87+ 58,14 + 101,25 %
PS , sa
0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 6,15
PS5 sa sa sa sa sa sa sa
PS¢ sa sa sa sa sa sa sa
PS ; sa sa sa sa sa sa sa
i 16,93+ 24,35+ 30,58 + 37,53 64,55 + 64,55 + 939,88 +
rutina

0,48 0,85 0,77 0,35 0,99 0,99 0,43

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
1Capacidade de inibir a xantina oxidase.

20Os valores da concentracgao inibitéria (Clso) foram determinados por regressao linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas.

PSgg = extrato bruto; PS, = fracdo hexano acetato 3:7; PS; = fragao hexano acetato 2:8; PS, = fracao
acetato metandlica 1:1; PSs = fragdo metandlica; PS¢ = fracao cloroférmica; PS; = fracao hexanica.
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5.1.2.1.3 Avaliacao da atividade da Xantina Oxidase (XO) sobre a Marlierea

obscura

Na tabela 7 estdo representados os resultados do efeito do extrato bruto e

fracdes de Marlierea obscura além de rutina, sobre a atividade enzimatica da XO.

Observou-se que nenhuma das fracbes de Marlierea obscura pesquisadas
neste ensaio mostrou-se efetiva em inibir a atividade da enzima XO e,

consequentemente, impedir a formacéo do anion superoéxido.

Outros ensaios, tanto in vitro quanto in vivo, foram realizados a fim de avaliar
o potencial antioxidante desta planta, os quais seréo apresentados ao longo desta

dissertacao.

Tabela 7 Efeito das fracbes Marlierea obscura e rutina sobre a atividade da xantina oxidase

(X0), testadas em concentracgdes crescentes (5, 10, 25, 50, 75, 125 pg/mL).

% Inibigao’
Amostra
5 10 25 50 75 125 Clso (ng/mL)>?

MO sa sa sa sa sa sa sa

MO, sa sa sa sa sa sa sa

MO, sa sa sa sa sa sa sa

MO; sa sa sa sa sa sa sa

i 16,93 + 24,35 + 30,58 + 37,53 64,55 + 64,55 + 939,88 +
rutina

0,48 0,85 0,77 0,35 0,99 0,99 0,43

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
1Capacidade de inibir a xantina oxidase.

?Os valores da concentracgo inibitoria (Clso) foram determinados por regressao exponencial ou linear.
sa - sem atividade antioxidante nas concentragdes testadas.

MO = fragdo hexanica; MO, = fracdo cloroférmica; MO, = fracdo acetato de etila; MO; = fragado
metandlica.
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5.1.2.2 Avaliagao da capacidade “scavenger” do O, pela inibicdo do “nitro
blue tetrazolium” (NBT)

5.1.2.2.1 Avaliagao da capacidade “scavenger” do O,* pela inibicdo do (NBT)

pela Ouratea parviflora

Na tabela 8 estdo representados os resultados referentes a avaliacdo da
atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de Ouratea parviflora além de
rutina, sobre a capacidade “scavenger” do O, deteminada através da inibigdo da

reducao do “nitro blue tetrazolium” (NBT).

Os dados obtidos demonstraram que o extrato bruto etandlico (OPgg)

apresentou moderado potencial antioxidante (CEsg inferior a 1000 pg/ml).

As demais amostras, as fragbes OP{ OP, OP3 OP4 e OPs, revelaram fraca
atividade antioxidante (CEsy maior que 1000 pg/mL) em comparagdo ao flavonoide
rutina, utilizado como padrdo antioxidante no ensaio. Os referidos resultados
sugerem que, apesar das amostras exibirem atividade antioxidante, a concentragao

efetiva das fragcdes possivelmente esteja muito proxima da concentragao toxica.
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Tabela 8 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de Ouratea
parviflora e rutina através da medida da capacidade “scavenger’” O,” testadas em
concentragoes crescentes (50, 75, 125, 250, 500, 1000 ug/mL).

AA. %'
Amostra
50 75 125 250 500 1000 Clsp (ng/mL)?
2100+ 2529+ 2814+ 3050+ 3766+ 29,90+ 873,22 &
= 0,00 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 1,42
2088+ 2228+ 2775+ 3025+ 3216+ 36,15%
OP, >1000
0,01 0,02 0,00 0,01 0,01 0,01
513+ 918+ 9070+ 1040+ 1726+ 4660+
OP, >1000
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3036+ 3161+ 3309+ 3523+ 3670+ 4090+
OP, >1000
0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
1062+ 1077+ 1387+ 1505%
OoP, sa sa >1000
0,01 0,01 0,01 0,01
1365+ 1553+ 2604+ 3165+ 3338+ 4478+
OP; >1000
0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01
1693+ 2435+ 3058+ 3753+ 6455+ 358,64 &
rutina 100,00
0.48 0.85 0,77 0,35 0,99 0,83

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Redugéo do NBT pelo O,°".

?0Os valores da concentracgéo inibitéria (Clso) foram determinados por regressao linear.

sa - sem atividade antioxidante nas concentrag¢des testadas.

OPg; = extrato bruto; OP4 = fragdo hexanica; OP, = fragao cloroférmica; OP; = fragdo acetato de etila;
OP, = fracao hidroalcodlica; OP5 = fragcdo metandlica.
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5.1.2.2.2 Avaliagao da capacidade “scavenger” do O," pela inibicdo do (NBT)

pela Polymnia sonchifolia

Na tabela 9 estdo representados os resultados referentes a avaliacdo da
atividade antioxidante do extrato bruto e fragcbes de Polymnia sonchifolia além de
rutina, sobre a capacidade “scavenger‘ do O," determinada através da inibicdo da

reduc&o do “nitro blue tetrazolium” (NBT).

Os dados obtidos demonstram que a fracdo hexano acetato 3.7, a qual
contém flavondides, (PS.), exibiu moderado potencial antioxidante (CEsq inferior a
1000 pg/ml). As demais amostras analisadas neste ensaio, as fragbes PS, PS; PS4,

PSs PSg e PSy revelaram auséncia de atividade antioxidante.

Os referidos resultados sugerem que a concentracédo efetiva possivelmente

esteja muito préxima da concentracao téxica.
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Tabela 9 Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fragdes de Polymnia
sonchifolia e rutina, através da medida da capacidade “scavenger” O," testadas em

concentragdes crescentes (50, 75, 125, 250, 500, 100 ug/mL)

AA. %'
Amostra
50 75 125 250 500 1000 CEso (ng/mL)
PS s sa sa sa sa sa sa sa
43,78 + 46,52 + 53,48 + 970,00 +
PS, sa sa sa
0,01 0,00 0,00 48,00
PS; sa sa sa sa sa sa sa
PS, sa sa sa sa sa sa sa
PS5 sa sa sa sa sa sa sa
PS¢ sa sa sa sa sa sa sa
PS ; sa sa sa sa sa sa sa
16,93+ 24,35+ 30,58 + 37,53 64,55 + 358,64
rutina 100,00
0,48 0,85 0,77 0,35 0,99 0,83

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Redugéo do NBT pelo O,° .

?0Os valores da concentracgao inibitéria (Clso) foram determinados por regressao linear.

sa - sem atividade antioxidante nas concentrag¢des testadas.

PSgg = extrato bruto; PS, = fragdo hexano acetato 3:7; PS; = fragdo hexano acetato 2:8; PS, = fracao
acetato metandlica 1:1; PSs = fragdo metandlica; PS¢ = fracao cloroférmica; PS; = fracao hexanica.
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5.1.2.2.3 Avaliagdo da capacidade “scavenger” do O," pela inibicao do (NBT)

pela Marlierea obscura

Na tabela 10 estdo representados os resultados referentes a avaliagdo da
atividade antioxidante do extrato bruto e fragdes de Marlierea obscura, além da
rutina, sobre a capacidade “scavenger” do O,", deteminada através da inibigdo da

reduc&o do “nitro blue tetrazolium” (NBT).

Todas as amostras testadas, as fragbes MO, MO4 MO, MOs3;, revelaram

auséncia de atividade antioxidante neste ensaio.

Os referidos resultados sugerem que a concentragcédo efetiva possivelmente

esteja muito préxima da concentragao téxica.

Outros ensaios tanto in vitro quanto in vivo foram realizados para avaliar o
potencial antioxidante desta planta, os quais serdo apresentados ao longo desta

dissertagao.
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Tabela 10 Avaliagdo da atividade antioxidante das fracdes de Marlierea obscura e rutina

através da medida da capacidade “scavenger’ O," testadas em concentragdes crescentes
(50, 75, 125, 250, 500, 1000 pg/mL)

AA. %'
Amostra
50 75 125 250 500 1000 Cls (MSJ/mL)2

MO sa sa sa sa sa sa sa

MO, sa sa sa sa sa sa sa

MO, sa sa sa sa sa sa sa

MO; sa sa sa sa sa sa sa

16,93+ 24,35+ 30,58 + 37,53 64,55 + 358,64
rutina 100,00
0,48 0,85 0,77 0,35 0,99 0,83

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Redugéo do NBT pelo O," .

20s valores da concentragéo inibitéria (Clso) foram determinados por regressao linear.

sa - sem atividade antioxidante nas concentragdes testadas.

MO = fragdo hexanica; MO, = fragao cloroférmica; MO, = fragcdo acetato de etila; MO; = fracao
metandlica.
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5.1.3 Formacgdo e monitoramento da atividade “scavenger” do radical hidroxil
(‘OH)

Avaliou-se a habilidade “scanvenger” do 'OH, ou quelagdo do ferro, pelo
extrato bruto e fracbes de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea

obscura, além da rutina, utilizando-se o ensaio de degradacéo da desoxirribose.

5.1.3.1 Formacgao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical hidroxil

('OH) pela Ouratea parviflora

A tabela 11 exibe a atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de
Ouratea parviflora além de rutina, onde observou-se que o extrato bruto etandlico
apresentou forte potencial antioxidante, equivalente ao da rutina (CEsg inferior a 200
ug/mL), enquanto a fragcdo hexanica (OP1) mostrou fraca atividade antioxidante

(CEsp inferior a 1000 pg/mL).

As demais fragbes OP, OP3; OP4e OPs5 apresentaram importante e expressiva

atividade “scavenger” do "OH (CEs inferior a 100 pug/mL).

Tais fracdes exibiram resultados mais promissores que o da rutina, o controle

positivo do ensaio.
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Tabela 11 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de Ouratea

parviflora, além da rutina através da medida da capacidade “scavenger” do ‘OH testadas em

concentragoes crescentes dos compostos (10, 100, 500 e 1000 ug/mL).

AA%

Amostras CEs (ug/mL)"
10 100 500 1000
42,58 + 42,58 + 71,57 + 78,88 + 169,49 *
OPes 0,02 0,02 0,00 0,00 10,63
30,21 + 31,31+ 53,02 + 59,49 + 601,25 +
OP1 0,02 0,02 0,01 0,07 55,0
op. 96,77 + 98,34 + 98,37 + 100 + 10,00
0,22 0,02 0,02 0,00
o, 75,60 + 86,75 + 97,33 + 100 + <10,00
0,012 0,023 0,000 0,000
100 + 100 + 100 + 100 + <10,00
OP 0,00 0,00 0,00 0,00
100 + 100 + 100 + 100 + <10,00
OPs 0,000 0,000 0,000 0,000
rutina  27,96+0,90 46,00 £2,22 73,82+232 85054 3,19 14‘:’:; *

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Os valores da concentragao eficaz (CEsg) foram determinados por regressédo exponencial ou linear

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentracbes testadas

OP¢g = extrato bruto; OP, = fragdo hexanica; OP, = fragao cloroférmica; OP3 = fragcao acetato de etila;
OP, = fracao hidroalcodlica; OPs = fragcdo metandlica.
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5.1.3.2 Formagao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical hidroxil
('OH) pela Polymnia sonchifolia

A tabela 12 exibe a atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de
Polymnia sonchifolia, além da rutina, onde observou-se que, o extrato bruto
etandlico (PSgg) apresentou potencial antioxidante equivalente ao da rutina (CEsg

inferior a 200 pug/mL).

A fracdo acetato metanol 1:1 (PS4) apresentou importante e expressiva
atividade “scavenger” do '‘OH (CEsp inferior a 100 pg/mL), sendo esta mais
promissora, quando comparada ao controle positivo do ensaio, a rutina (CEsy =
143,57 + 1,86 ug/mL) .As demais fragbes PS, PSs PSe e PS;, apresentaram
atividade “scavenger” do "OH (CEs inferior a 10 pug/mL) deveras importante. Tal
atividade revelou ser bem mais promissora que aquela exibida pela rutina, o controle

positivo do ensaio.

A fracdo hexano acetato 2:8 (PS3) revelou auséncia de atividade antioxidante,

em relagdo a agao “scavenger” do ‘OH.
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Tabela 12 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fragbes de Polymnia
sonchifolia, além da rutina através da medida da capacidade “scavenger” do ‘OH testadas

em concentragoes crescentes dos compostos (10, 100, 500 e 1000 ug/mL).

AA% CEsp
Amostras
10 100 500 1000 (ng/mL)’
o 37.61 * 51.42 + 56,50 + 64.49 + 196,36 £
= 0,01 0,00 0,01 0,00 4,30
75,96 + 7711 + 78,67 + 85.17 +
PS, <10,00
0,00 0,00 0,00 0,02
Sa Sa Sa Sa sa
PS,
os 4333 + 62,49 + 71,53 + 73.29 + 82,33 +
¢ 0,00 0,00 0,02 0,00 10,05
65,64 + 68,21 + 68,31 + 74.91 +
PS5 <10,00
0,01 0,00 0,00 0,00
58,23 + 66,82 + 62,12 + 81,82 +
PS <10,00
0,01 0.01 0,01 0,00
72,64 + 80,34 + 81,34 + 92.86 +
PS, <10,00
0,01 0.01 0,01 0.01
27.96 + 46,00 + 73,82 + 85,05 + 143,57 *
rutina
0,90 2,22 2,32 3,19 1,86

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em ftriplicata.
'Os valores da concentragao eficaz (CEsg) foram determinados por regresséo linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas.

PSgg = extrato bruto; PS, = fracdo hexano acetato 3:7; PS; = fragdo hexano acetato 2:8; PS, = fracao
acetato metandlica 1:1; PSs = fragdo metandlica; PS¢ = fracao cloroférmica; PS; = fracao hexanica.
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5.1.3.3 Formagao e monitoramento da atividade “scavenger” do radical hidroxil

('OH) pela Marlierea obscura

A tabela 13 exibe os resultados da atividade “scavenger” do radical hidroxil

pela Marlierea obscura.

Excetuando-se a fragado cloroférmica (MO4) as demais fragdes : hexanica
(MO), acetato de etila (MO;) e metandlica (MOs3), revelaram importante atividade
antioxidante, inclusive com os valores das concentragdes efetivas mais promissores

que o valor exibido pela amostra de referéncia, a rutina.
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Tabela 13 Avaliacdo da atividade antioxidante das fracdes de Marlierea obscura, além da

rutina, através da medida da capacidade “scavenger’ do ‘'OH testadas em concentragbes

crescentes dos compostos (10, 100, 500 e 1000 ug/mL).

AA% 1
Amostras CEsp (ug/mL)
10 100 500 1000
23,51 + 48,93 + 63,74 70,78 +
MO <10,00
0,02 0,01 0,01 0,01
MO, sa sa sa sa sa
59,27 + 62,69 + 67,77 + 95,94 +
MO, <10,00
0,01 0,01 0,00 0,00
56,19 + 67,84 + 67,77 + 93,87 +
MO; <10,00
0,00 0,00 0,00 0,00
27,96 + 46,00 73,82 85,05 + 143,57
rutina
0,90 2,22 2,32 3,19 1,86

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata.

'Os valores da concentragao eficaz (CEs) foram determinados por regresséo linear.
sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas.

MO = fragdo hexanica; MO, = fracdo cloroférmica; MO, = fracdo acetato de etila; MO; = fragédo

metandlica.
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5.1.4 Protecao contra a peroxidacgao lipidica

Avaliou-se, neste ensaio, a protecdo oferecida pelos extratos e fragcdes de
Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura contra a peroxidagao

lipidica in vitro, induzida por perdxido t-butila, em homogenato de figado de ratos.

5.1.4.1 Protecao contra a peroxidagao lipidica pela Ouratea parviflora

A tabela 14 sumariza o efeito protetor do extrato bruto e fragdes de Ouratea
parviflora além de rutina, onde observou-se que o extrato bruto (OPgg) e fragdo
hidroalcodlica (OP4) mostraram efeito fortemente protetor da lipoperoxidagéo (CEsg <
31,25 £ 0,00), cujo resultado é extremamente promissor quando comparado ao
flavondéide padréao, a rutina (CEsp = 203,83 + 1,44). A fracdo hexanica (OP¢) também
revelou promissor efeito protetor da lipoperoxidacado (CEsy = 54,25 + 2,14). A fragao
cloroformica (OP;) revelou atividade antioxidante, embora fraca e em alta
concentragdo, sendo esta possivelmente toxica (CEso superior a 1000pug/mL). A
fracdo acetato de etila (OP3) ndo apresentou efeito protetor contra a lipoperoxidagéao
de membranas neste ensaio; ja a fragao hidroalcodlica (OPs) mostrou-se promissora,
cuja concentracao efetiva (CEsp = 108,33 + 2,31ug/mL) foi inferior a revelada pelo

flavondide padréao, a rutina.

Para tanto, pode-se afirmar que in vitro, Ouratea parviflora mostrou ser efetiva
na protecao a lipoperoxidagdo de membranas celulares e nucleares, podendo ser

considerada antioxidante pelos resultados obtidos neste ensaio.

Embora os resultados obtidos, neste ensaio, tenham sido promissores, onde a
maioria das amostras mostraram ser fortemente antioxidantes, outros ensaios serédo

apresentados com o intuito de corroborar com tais achados.
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Tabela 14. Avaliagdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fragcdes de Ouratea
parvflora, além da rutina através da medida da protecéo a lipoperoxidacdo em homogenato
de figado de ratos, avaliada em termos de TBARS, testadas em concentragbes crescentes
(31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL),

AA%

Amostras CEso (ng/mL)’
31,25 62,5 125 250 500
78,14 + 83,15+ 85,95+ 87,29 + 88,09 +
OPge <31,25
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
op 45,46 + 68,58+ 71,36 % 70,70 + 74,90 + 54,25 +
! 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 2,14
1496+ 1595+ 15,14 + 16,64 +
OoP, sa > 1000
0,00 0,02 0,10 0,02
OP; sa sa sa sa sa sa
68,71 + 69,31+ 67,80 + 70,88 + 79,22 +
OP, <31,25
0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
oP 28,94 + 46,92+ 5743+ 58,90 + 68,84 + 108,83
° 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 2,31
y 25,08 £ 35,79+ 4546 % 46,95 + 54,02 + 203,83 ¢
rutina
2,39 3,11 0,98 1,66 1,12 1,44

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Os valores da concentragao eficaz (CEsq) foram determinados por regress&o linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas

OPg; = extrato bruto; OP4 = fragdo hexanica; OP, = fragao cloroférmica; OP; = fragdo acetato de etila;

OP, = fracao hidroalcodlica; OP5 = fragcdo metandlica.
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5.1.4.2 Protegao contra a peroxidagao lipidica pela Polymnia sonchifolia

A tabela 15 sumariza o efeito protetor do extrato bruto e fragcbes de Polymnia

sonchifolia, além da rutina.

Excetuando-se a fragao hexanica (PS7), que nao apresentou efeito protetor da
lipoperoxidagao, todas as demais amostras desta planta mostraram efeito fortemente
protetor da lipoperoxidagdo (CEsp<31,25 = 0,00), cujo resultado pode ser
considerado extremamente promissor quando comparado ao flavondéide padrao, a
rutina (CEsp = 203,83 + 1,44).

Para tanto, pode-se afirmar que in vitro, Polymnia sonchifolia mostrou ser
efetiva na protecéo a lipoperoxidagdo de membranas celulares e nucleares, podendo
ser considerada antioxidante pelos resultados obtidos neste ensaio, o qual revelou o

melhor resultado para esta planta.
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Tabela 15. Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de Polymnia
sonchifolia e rutina através da medida da prote¢édo a lipoperoxidacdo em homogenato de
figado de ratos, avaliada em termos de TBARS, testadas em concentragcbes crescentes
(31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL),

AA% ]
Amostras CEso (ng/mL)
31,25 62,5 125 250 500
68,48 + 78,59 +
PS s sa sa sa <31,25
0,035 0,006
59,38 % 76,31+ 96,74
PS , sa sa <31,25
0,012 0,000 0,006
56,44 + 71,98 +
PS ; sa sa sa <31,25
0,006 0,000
62,46 + 68,45+ 87,10 % 87,37 + 86,27 +
PS, <31,25
0,006 0,006 0,000 0,035 0,035
54,07 + 61,44+ 81,93+ 94,10 +
PS s sa <31,25
0,000 0,000 0,000 0,017
99,14 + 85,16 +
PS¢ sa sa sa <31,25
0,000 0,006
PS ; sa sa sa sa sa sa
y 25,08 £ 35,79+ 4546 % 46,95 + 54,02 + 203,83 ¢
rutina
2,39 3,11 0,98 1,66 1,12 1,44

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Os valores da concentracgao eficaz (CEsg) foram determinados por regresséo linear.

sa - sem atividade antioxidante em todas as concentragdes testadas

PSgg = extrato bruto; PS, = fragdo hexano acetato 3:7; PS; = fragdo hexano acetato 2:8; PS, = fragcao
acetato metandlica 1:1; PSs = fragdo metandlica; PS¢ = fracao cloroférmica; PS; = fracao hexanica.
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5.1.4.3 Protegao contra a peroxidacao lipidica pela Marlierea obscura

A tabela 16 sumariza o efeito protetor do extrato bruto e fragdes de Marlierea

obscura, além de rutina.

Todas as fracbes desta planta revelaram, através deste ensaio,
concentracdes efetivas importantes e mais expressivas quando comparadas a

amostra controle, a rutina, considerada padrao da agao antioxidante.

Para tanto, pode-se afirmar que in vitro, Marlierea obscura, mostrou ser
efetiva na protecao a lipoperoxidacdo de membranas celulares e nucleares, podendo

ser considerada antioxidante pelos resultados obtidos neste ensaio.
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Tabela 16 Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto e fracbes de Marlierea

obscura e rutina, através da medida da protegcao a lipoperoxidagdo em homogenato de

figado de ratos, avaliada em termos de TBARS, testadas em concentragcbes crescentes

(31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL),

AA%

Amostras CEs, (ng/mL)’
31,25 62,5 125 250 500
MO 46,94 + 83,88+ 89,55+ 93,17 + 90,10 + 35,29 +
0,01 0,01 0,00 0,00 0,01 3,87
47,78 + 62,06+ 67,96+ 83,37 + 32,72+
MO, sa
0,01 0,18 0,04 0,01 4,06
20,31 + 2586+ 51554+ 86,92 + 121,24 +
MO, sa
0,01 0,02 0,01 0,00 5,11
Mo 32,48 + 49,48 + 83,69+ 87,37 + 92,37 + 66,17 £
? 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 7,32
i 25,08 + 3579+ 4546+ 46,95 + 54,02 + 203,83
rutina
2,39 3,11 0,98 1,66 1,12 1,44

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata

'Os valores da concentragao eficaz (CEs) foram determinados por regresséo linear.

MO = fragdo hexanica; MO, = fragdo cloroférmica; MO, = fragcdo acetato de etila; MO; = fracao

metanolica.
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5.2 Avaliacao dos indicadores de estresse oxidativo e atividade antioxidante in

vivo

A partir dos dados obtidos com os ensaios de atividade antioxidante in vitro,
selecionou-se o extrato bruto e fragdo hidroalcodlica de Ouratea parviflora para a

realizagcado dos ensaios in vivo. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

5.2.1 Avaliagdo do dano as membranas celulares e nucleares pela medida da

protecao a lipoperoxidagao pelo TBARS

A peroxidacdo lipidica enddgena foi avaliada pela deteccdo dos seus
derivados lipoperdéxidos, através de substdncias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARS). Neste ensaio utilizou-se como controle positivo do dano as
membranas, o tetracloreto de carbono (CCls), agente indutor de estresse, e o
controle negativo referiu-se aos animais nao submetidos ao tratamento via oral com
as amostras plantas. Curiosamente, ndo houve correlagdo entre os resultados

obtidos in vitro no que tange a atividade antioxidante de OPgg e OPy4,

Os resultados sao apresentados na figura 5, a seguir.
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Figura 5. indice de lipoperoxidacdo (TBARS nmol/g) em figados de camundongos ndo
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle
positivo, CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgs (300 mg/kg) e tratados
com OP,4 (300 mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***),
(**) e (*) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001), (p<0,01) e
(p<0,05),respectivamente. (a) representa diferengca estatistica em relagdo ao CN e (j3)

representa diferenga estatistica em relagao ao CP.



66

5.2.2 Avaliacao do dano as membranas celulares e nucleares pela medida da
lipoperoxidacao pelo FOX (oxidacao do ferro pelo xilenol laranja)

Este ensaio foi utilizado para avaliar, especificamente, a concentracdo de
hidroperéxido lipidico gerado em situagao de estresse oxidativo. Diferentemente dos
dados obtidos da avaliagdo da concentragcao total de lipoperdxidos (ensaio do
TBARS) houve diferenga estatisticamente significativa entre o extrato bruto (OPgg) e
o controle positivo, assim como entre a fragdo hidroalcodlica (OP4) e o controle

positivo.

Tanto OPgg quanto OP4 comportaram-se de modo equivalente ao da rutina,
sugerindo que possuem efeito protetor contra a lipoperoxidagdo de membranas e,
consequentemente, apresentaram atividade antioxidante. Os dados representados
na figura 6 sugerem que a capacidade de protecdo ao dano a membrana celular
causado pelo tetracloreto de carbono (CCls) em termos de hidroperoxidagao, foram
altamente significativos para o extrato e fracdo analisados. Também n&o foi
observada diferenca estatistica significativa entre os pré-tratamentos e o grupo
controle negativo, sugerindo uma protecao destes (rutina, OPgg € OP,4) ao estresse
oxidativo induzido pelo agente agressor, ou seja, ndao se observou diferenca
estatistica entre os grupos de animais tratados previamente a administragcdo do
CCLs.
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Figura 6. indice de hidroperdxido lipidico (FOX; CHPE/g) em figados de camundongos nao
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl,4 (controle
positivo, CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgg (300 mg/kg) e tratados
com OP,4 (300 mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***)
representa diferenga estatistica altamente significativa (p<0,001). (a) representa diferenca

estatistica em relagéo ao CN e (B) representa diferenga estatistica em relagdo ao CP.
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5.2.3. Avaliagao do dano ao DNA

Os cometas correspondentes a cada grupo de animais tratados, foram
classificados em classes de acordo com o tamanho da cauda, variando de cometas
sem cauda (indicativos de auséncia de dano, classe1), até cometas que
apresentaram cauda longa (indicativos de dano maximo, classe 5). A tabela 17 exibe

as porcentagens de cometas em cada classe para cada grupo pesquisado.

O CN demonstrou uma baixa porcentagem de dano ao DNA, com cometas
principalmente nas classes 1 (75,0%) e 2 (25,0%). Em contraste, o controle interno
do experimento com peroxido de hidrogénio (CH»O;) apresentou a maioria dos
cometas nas classes 2 (24,3), 3 (43,6%) e 4 (15,4%), justificando a escolha do

mesmo como um controle da presenca de dano ao DNA.

O CCls mostrou-se um causador de dano ao DNA, ja que os cometas deste
grupo classificaram-se principalmente nas classes 2 (75,8%) e 3 (17,2%). Entretanto,
os cometas obtidos das células dos animais que foram submetidos ao pré-
tratamento com rutina, extrato bruto (OPgg) e fragdo hidroalcodlica (OP4) exibiram
cometas ndo representativos de dano, referentes as classes 1 (36,25; 36,8 e 69%,
respectivamente) e 2 (56,3; 59,0 e 27,5%, respectivamente). Este resultado
assemelhou-se muito as porcentagens encontradas no CN, indicando a protecéo
conferida pela rutina, OPgg e OP4 frente a indu¢cdo de dano ao DNA promovida pelo
CCl.
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Tabela 17. Porcentagem de distribuicdo dos cometas em diferentes classes analisados em
sangue total de camundongos nao tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5
mL/100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-tratados com rutina (6,0 mg/kg), pré-
tratados com OPgg (300 mg/kg), pré-tratados com OP, (300 mg/kg) e posteriormente com
CCly .

Classe1 Classe2 Classe3 Classe4 Classe 5
CN 750%  25,0% 0% 0 % 0 %
CP 70% 758% 172% 0% 0 %
rutina 36,3% 56,3 % 7.5 % 0 % 0 %
OPgs 36,8% 59,0 % 4,2 % 0 % 0 %
OP, 69,0% 275% 3,5% 0% 0 %

A quantificagdo do dano ao DNA apés 24 horas de tratamento com o agente
indutor (CCl) foi realizada através do indice de dano ao DNA, onde apéds a

classificagdo dos cometas, cada grupo recebeu uma pontuagéo (Figura 7).

O indice de dano ao DNA apresentado pelo CCl, exibiu diferenga estatistica
altamente significativamente quando comparado ao CN (p<0,001). Por outro lado, os
pré-tratamentos com a rutina, OPgg e OP4 exibiram resultados importantes,
protegendo o DNA do dano oxidativo causado pelo CCly, 0s quais exibiram diferenca
estatistica altamente significativa (p<0,001) em relagcéo ao CP, e os indices de dano

destes compostos foram equivalentes ao apresentado pelo CN do ensaio.

Comparando-se com a rutina, o melhor resultado foi exibido por OPgg, 0 qual
apresentou indice de dano aproximado ao da rutina. Tal resultado indica que o
extrato bruto (OPgg) na concentracdo em que foi administrado aos animais (300
mg/Kg) ndo foi téxica. Ja a fragdo hidroalcodlica (OP4), revelou-se efetivamente
protetora do dano oxidativo induzido pelo agente agressor, exibindo diferencga
estatistica significativa ndo apenas em relagdo ao controle positivo (p<0,001) mas
também em relagdo a rutina (p<0,01). Desta forma, a fragdo hidroalcoodlica (OP4)

mostrou-se mais efetiva do que a propria rutina.
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Figura 7. Dano ao DNA em sangue total de camundongos nao tratados (controle negativo,
CN), tratados com 0,5 mL/100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP), pré-tratados com
rutina (6,0 mg/kg), pré-tratados com OPgg (300 mg/kg), pré-tratados com OP,4 (300 mg/kg) e,
posteriormente com CCl,. Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***)
e (**) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01)
respectivamente. (o) representa diferenca estatistica em relacdo ao CN, (B) representa
diferenca estatistica em relacdo ao CP, e @ representa diferenca estatistica em relagao a

rutina.



71

5.2.4 Avaliagao do dano oxidativo a macromoléculas protéicas

Os dados obtidos, conforme pode ser observado na figura 8, mostraram que o
tratamento dos camundongos com o agente indutor de estresse, o tetracloreto de
carbono (CCly), ocasionou uma elevagao estatisticamente significativa (p<0,01) na
carbonilagao de proteinas, quando comparada ao controle negativo, que nao sofreu

tratamento.

Entretanto, o tratamento prévio realizado com o extrato bruto (OPgg), a fracéo
hidroalcodlica (OP4) e o controle rutina, foi capaz de bloquear este estresse oxidativo

de modo altamente significativo (p<0,001) em relagao ao controle positivo.

Comparando-se os tratamentos prévios do extrato bruto (OPgg) e fragéo
hidroalcoolica (OP4) ao controle rutina, observou-se que estes mostraram-se mais
efetivos que a rutina em evitar o estresse oxidativo de macromoléculas protéicas,

especialmente a OPy
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Figura 8. indice de carbonilagdo de proteinas (nmol/g) em figados de camundongos nao

tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl,4 (controle

positivo, CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgg (300 mg/kg) e tratados

com OP,4 (300 mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) e

(**) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01), respectivamente.

(o) representa diferenca estatistica em relagdo ao CN e (B) representa diferenca estatistica

em relagédo ao CP.
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5.2.5. Avaliagao da concentragao de glutationa reduzida — GSH

Os resultados apresentados na figura 9 mostram que o CCL4 causou uma
forte deplecdo da GSH (65,31%) e que esta diminuicdo ndo foi compensada pelo
tratamento prévio, tanto com a rutina, quanto com o extrato bruto (OPgg) e fragdo
hidroalcodlica (OP4). Os dados obtidos mostraram também que ocorreu uma maior
deplecédo (p<0,01 e p<0,05) nos grupos previamente tratados com os referidos
produtos de Ouratea parviflora, quando comparados ao grupo controle positivo

tratado somente com CCL4, sugerindo um possivel efeito adicional.
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Figura 9. Concentracdo de GSH hepatica (mM) em figados de camundongos néo tratados
(controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo,
CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgg (300 mg/kg) e tratados com OP,
(300 mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) e (*)
representam diferencgas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01), respectivamente. (o)
representa diferencga estatistica em relagdo ao CN e () representa diferenga estatistica em

relacéo ao CP.
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5.2.6. Avaliagao da atividade da enzima catalase - CAT

Os resultados apresentados na figura 10 demonstram que o CCL4 causou
uma pequena elevagdo, porém nao significativa estatisticamente, com relagdo ao
controle negativo. Tal elevagéo foi aparentemente revertida pelo tratamento prévio
com o extrato bruto (OPgg), e manteve-se equivalente com relacédo a fragao

hidroalcodlica (OP,),

Curiosamente, o tratamento prévio com a rutina elevou sensivelmente a
atividade da CAT quando comparada ao grupo controle (p<0,001), e quando

comparada ao grupo controle positivo (p<0,001).
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Figura 10. Atividade da enzima catalase (mmol min” g') em figados de camundongos nao
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl4 (controle
positivo, CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), em tratados com OPgg (300 mg/kg) e tratados
com OP, (300 mg/kg). Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***)
representa diferenca estatistica altamente significativa (p<0,001). (o) representa diferenca
estatistica em relagdo ao CN, (B) representa diferenga estatistica em relacdo ao CP e ®

representa diferenga estatistica em relagao a rutina.
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5.2.7. Avaliagao da atividade da enzima glutationa-S-transferase - GST

Os resultados obtidos a partir do ensaio referente a atividade da GST estéo
apresentados na figura 11. Como pode-se observar, diferentemente da CAT, esta
enzima nao teve sua atividade alterada pelo tratamento com o CCL,4. Por outro lado,
tanto o tratamento prévio com a rutina quanto com o extrato bruto (OPgg) e fragdo
hidroalcoolica (OP4), de forma semelhante a CAT causou uma sensivel elevacéo da
atividade enzimatica quando comparado ao grupo controle normal (p<0,001), ou

guando comparado ao grupo controle positivo (p<0,001).

Observou-se também que houve diferenga estatistica altamente significativa
(p<0,001) entre o extrato bruto (OPgg) e fragdo hidroalcodlica (OP4) quando
comparados a rutina, entretanto o melhor resultado foi exibido pela fragao

hidroalcodlica (OPg,).
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Figura 11. Atividade da GST hepatica (umol/min/g) em figados de camundongos né&o
tratados (controle negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle
positivo, CP), tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgg (300 mg/kg) e em tratados
com OP,4 (300 mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***)
representa diferenca estatistica altamente significativa (p<0,001). (a) representa diferenca
estatistica em relagdo ao CN, (B) representa diferenga estatistica em relagédo ao CP, (®)

representa diferencga estatistica em relagao a rutina.
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5.3 Marcadores de fungao hepatica

5.3.1 Avaliagao da atividade da enzima aspartato amino transferase (AST)

Na figura 12 sdo apresentados os resultados obtidos com respeito a atividade
enzimatica da AST. Pode-se observar que o tratamento com CCL4 causou uma
elevacao de 265,6% na atividade deste marcador hepatico, quando comparado com
o CN, a qual foi revertida, de modo altamente significativo (p<0,001), pelo tratamento

prévio OP,4 diferentemente da rutina e OPgg.

25+
OL*** (l:r
201 T
a***
é 154 —T—
@ 10
< B*** B***
5 - —T 1
0 -
CN CP Rutina OPEB OP4
Tratamentos

Figura 12. Atividade da AST (Ul) em figados de camundongos nao tratados (controle
negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP),
tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgs (300 mg/kg) e tratados com OP, (300
mg/kg).Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) representa
diferenga estatistica altamente significativa (p<0,001). (a) representa diferenga estatistica

em relagédo ao CN e (B) representa diferenca estatistica em relacéo ao CP.
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5.3.2 Avaliagao da atividade da enzima alanina amino transferase (ALT)

A figura 13 mostra que, diferentemente da atividade da AST, a atividade da
ALT apresentou elevacbes estatisticamente significativas somente para o CP
(p<0,001), quando comparada ao CN. Curiosamente quando comparados ao CP, a
rutina, OPgg e OP,4 apresentaram uma reducdo significativa na atividade desta

enzima sugerindo um certo efeito hepatoprotetor para estes compostos.
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Figura 13. Atividade da ALT (Ul) em figados de camundongos ndo tratados (controle
negativo, CN), tratados com 0,5 mL / 100 g (30% v/v) de CCl, (controle positivo, CP),
tratados com rutina (6,0 mg/kg), tratados com OPgg (300 mg/kg) e em tratados com OP,
(300 mg/kg). Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) e (*)
representam diferengas estatisticas altamente significativas (p<0,001) e (p<0,01),
respectivamente. (a) representa diferenga estatistica em relagcdo ao CN e (B) representa

diferenca estatistica em relagdo ao CP.
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5.4 Avaliagao da atividade antiinflamatoéria
5.4.1 Ensaio do edema de pata induzido pela carragenina

De acordo com o observado na figura 14, houve diferenga significativa no que
tange ao aumento do volume do edema, no decorrer do periodo do ensaio referente
aos animais controles negativos, ou seja, que nao sofreram tratamento prévio com

as plantas medicinais.
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Figura 14. Grupo de animais (n=6), tratados via oral com solugdo PBS 1 hora antes da
administracao via intraplantar de PBS nos controles negativos (CN) e do agente flogistico
carragenina nos controles positivos (CP), no intervalo de tempo de 30 min a 240 min. Todos
os valores foram expressos como média + EPM referentes a variagéo (&) do edema. (***)
representa diferenga estatistica altamente significativa (p<0,001). (a) representa diferenca

estatistica em relagéo ao CN e (B) representa diferenga estatistica em relagao ao CP.
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A tabela 18 sumariza as médias obtidas pela diferenga entre o volume da pata
esquerda (a qual administrou-se veiculo PBS) e a pata direita (a qual administrou-se

a carragenina) entre todos os tratamentos.

Tabela 18. Atividade antiinflamatéria induzida por OPgg, OP,;, PSggs € MO; (300 mg/Kg),
administrados por via oral em camundongos (n=6), sobre 0 edema de pata induzido, uma
hora antes, pela inje¢do intraplantar da carragenina (300 pg/pata). Os animais controle

receberam apenas veiculo (PBS).

A do edema de pata induzido pela carragenina Inibicao

Grupos *mg/Kg Média + E.P.M. edema
30 min 60 min 120 min 240 min (%)

CN PBS 0,022 +0,006 0,042 + 0,005 0,043 +0,017 0,072 + 0,007 ai
OPgg 300 0,032+0,009 0,032+0,009 0,033+0,013 0,058 +0,013 ai
OP, 300 0,028 +0,011 0,015+0,009 0,026 +0,010 0,080 + 0,023 ai
PSes 300 0,025+0,002 0,032+0,009 0,038+0,012 0,062+ 0,010 ai
MO; 300 0,025+0,008 0,015+0,009 0,025+0,017 0,053 + 0,026 ai

ai (auséncia de inibicao).

Embora, aparentemente nos tempos 60 e 120 minutos, tenha ocorrido inibicao
do edema pelo tratamento prévio com as plantas medicinais (300 mg/Kg) via oral, a
andlise estatistica nédo revelou diferengas significativas entre os diferentes

tratamentos. A figura 15 a seguir ilustra os dados supracitados na tabela 18.
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Figura 15. Grupos de animais (n=6) tratados via oral com PBS, além de OPgg, OP,4, PSgs €
MO; (300 mg/Kg), uma hora antes da administracao via intraplantar do agente flogistico, no
intervalo de tempo de 30 a 240 min. Todos os valores foram expressos como média + EPM

referentes a variacao (O) do edema.
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6 DISCUSSAO

6.1 Atividade antioxidante in vitro

Avaliou-se a atividade antioxidante in vitro de determinados produtos
extraidos de plantas medicinais por meio de uma triagem que incluiu varios ensaios,
enzimaticos e n&do enzimaticos. Tais ensaios mensuraram a relativa habilidade
“scavenger” de radicais livres e protegéo contra a lipoperoxidacéo.

A rutina € um flavondide largamente distribuido no reino vegetal, estando
presente em varias plantas que apresentam importante atividade antioxidante.
DALL’ACQUA e INNOCENTIL (2004), também utilizaram esta substadncia como
padrao para avaliar a atividade antioxidante de extratos da Chaerophulum hirsutum,
obtendo resultado de CEsy 7,8 mM, resultado este semelhante ao obtido neste
estudo.

O presente trabalho demonstrou-se que a capacidade de captagao do
radical livre DPPH pela rutina foi maior que a dos extratos e fracbes das plantas
medicinais pesquisadas (tabelas 2, 3 e 4). Apesar de ndo apresentarem atividade
antioxidante semelhante a da rutina, Ouratea parviflora (excetuando-se a fracéo
acetato de etila OP3;, a qual exibiu fraca atividade antioxidante (CEs;>500ug/mL),
Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura (excetuando-se a fragao cloroférmica MO+,
a qual exibiu fraca atividade antioxidante com (CEs,>1000ug/mL), todas
apresentaram importante atividade de captacdo do radical DPPH indicando serem,
candidatas promissoras a continuidade e, consequente aprofundamento dos estudos
referentes a atividade antioxidante. Ademais, n&o ha relato na literatura
relativamente a capacidade “scavenger” do radical DPPH tanto de Ouratea
parviflora, quanto de Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, o que enaltece ainda
mais a producéao de tais resultados.

A rutina € um flavondide bem conhecido (DUKE, 1992), extensivamente
estudado, e sdo conhecidas suas multiplas atividades farmacolégicas, incluindo
acao antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria, antitumoral, antialérgica,
antiinflamatdria, antidiarréica, antiulcerativa, antiespasmddica, antimutagénica,

protetora do miocardio, vasodilatora, e sendo que a acdo imunomoduladora também
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foi relatada (JANBAZ et al., 2002; LA CASA et al., 2000). E também considerado um
importante agente antioxidante por inibir a lipoperoxidagédo e capturar o radial ‘OH e
o 0," (NEGRE-SALVAYRE et al., 1991; BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1993;
METODIEWA et al., 1997).

Neste contexto, ja foi postulado na literatura a eficiente capacidade de
captacao de radicais DPPH associada a presenga de compostos fendlicos (ACKER
et al., 1996; HEIM TAGLIAFERRO e BOBILYA, 2002) nos extratos de plantas
medicinais, como € o caso da vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido), um produto
natural derivado da planta Vanilla planifolia. A presengca de componentes fendlicos
em Vanilla planifélia conferiu atividade “scavenger” frente ao radical livre DPPH
(KUMAR et al., 2002). TANG et al (2004) pesquisaram extratos de 33 plantas da
medicina tradicional chinesa, os quais continham compostos fendlicos em sua
composicdo, e tais extratos diminuiram a concentracdo do radical DPPH. Neste
contexto, o extrato metandlico de Sesamum indicum, planta cultivada na india e
amplamente utilizada na medicina aiurvédica, revelou atividade “scavenger’” em
relacdo ao DPPH pela presenca de compostos fendlicos e antocianinas e,
corroborando com os resultados deste trabalho, a CEsg foi linearmente dependente
da concentragdo da amostra (SUJA et al., 2004). LEE et al. (2003) pesquisaram
extratos de plantas que contém compostos fendlicos tais como Areca catechu e
Areca dulcissima, as quais exibiram importante agéo “scavenger” (CEsp = 1,8ug.mL"
"), além de Cinnamomum cassia, Paeonia suffruticosa e alpinia officinarum (CEso =
50,59 E 6,7ug.mL'1, respectivamente), sendo que, analogamente ao resultado
obtido neste estudo, as amostras exibiram atividade dose-dependente.

Segundo CIOFFI et al. (2002), extratos obtidos de folhas secas de Tachigalia
paniculata, planta nativa da América do Sul, a qual contém flavondides na sua
composi¢ao como a miricetina, exibiu agdo “scavenger” do radical DPPH e anion
superoxido, inibindo a acado da XO. Aspalathus linearis, planta medicinal utilizada na
Africa do sul e que contém compostos fendlicos exibiu acdo “scavenger” do radical
DPPH e anion superoxido através do NBT (JOUBERT et al., 2004).

A producdo exagerada de O," em sistemas bioldgicos esta relacionada a
efeitos deletérios, como dano as células endoteliais, peroxidacgao lipidica e danos ao

DNA (NARDI et al., 2003). Contudo, substancias antioxidantes que possam reduzir a
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quantidade de O, nos sistemas bioldgicos, podem vir a colaborar no bom
funcionamento das células e na prevengao de doencas associadas as EROs.

No presente trabalho a capacidade antioxidante dos extratos e fragdes de
Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, além da prépria rutina,
em sequestrar o O," gerado pelo sistema enzimatico xantina / XO foi pesquisada no
presente trabalho. Inicialmente foi avaliada a atividade dos produtos das plantas
supracitadas sobre a inibicdo da enzima que catalisa a formacédo de O," e acido
urico. O extrato etandlico de Ouratea parviflora e tadas as fracbes deste extrato,
exibiram importante inibicdo da XO (TABELA 5). Entretanto, o extrato bruto (OPgg)
expressou o melhor resultado, ocasionando a maior inibicdo enzimatica, sugerindo
desta forma que, indiretamente, Ouratea parviflora possui importante e expressiva
atividade antioxidante em virtude de a XO ser um dos mais importantes sistemas
geradores de anion superoéxido in vivo. Com relagao a Polymnia sonchifolia (TABELA
6), apenas a fracdo acetato metandl 1:1 (PS4) apresentou efeito inibidor moderado,
embora revelou ser mais expressivo que o da rutina. Ja as fracbes de Marlierea
obscura (TABELA 7) n&o apresentaram efeito inibidor da enzima, e
consequentemente, ndo foram efetivas em impedir a formacao de O," e acido Urico.

Dados semelhantes aos obtidos neste estudo foram obtidos por SCHULDT
et al (2004), que avaliaram o potencial antioxidante dos compostos fendlicos
constituintes de extrato e fragcbes das folhas da Cuphea carthagenensis sobre a
enzima XO, onde todas as amostras avaliadas inibiram a atividade da enzima. Os
autores observaram também que suas amostras inibiram a redu¢cdo do NBT pelo
0,", sugerindo, desta forma, que diversos flavondides e compostos fendlicos sdo
considerados antioxidantes ndao somente pela inibicdo da XO, mas também pela
acgao de capturar radicais livres (COS et al., 2000).

Posteriormente, avaliou-se a capacidade antioxidante de Ouratea parviflora,
Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, além da rutina, em inibir a reducédo do
NBT pelo O,", gerado pela reagdo catalisada pela XO. Novamente a Ouratea
parviflora (TABELA 8) apresentou a atividade antioxidante mais expressiva dentre as
plantas pesquisadas, sendo que o extrato bruto (OPgg) exibiu moderada atividade
antioxidante. Ja as fragdes do extrato etandlico de Ouratea parviflora, revelaram
fraca atividade antioxidante quando comparadas ao controle rutina. Com relacéo a
Polymnia sonchifolia (TABELA 9) apenas a fracao hexano acetato 3:7 (PS2) exibiu
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moderada atividade antioxidante, diferentemente dos demais produtos desta planta,
0s quais revelaram auséncia de atividade antioxidante, bem como os extratos de
Marlierea obscura (TABELA 10).

O radical hidroxil ("OH) é a espécie mais reativa encontrada em meios
biolégicos, reagindo no proprio sitio onde foi gerado, sendo responsavel por grande
parte dos danos celulares provenientes das EROs, causando quebras na estrutura
do DNA, lipoperoxidagao de membranas e também, oxidacao protéica (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999). Para determinar se Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia
e Marlierea obscura, além da rutina poderiam, de alguma forma, afetar a formagéao
ou os efeitos deste radical, utilizou-se um método de geragao de ‘OH que se baseia
na oxidagcdo da desoxirribose provocada por ‘OH, produzido pela reagdo de H,0,
com o ferro. Todas as plantas pesquisadas apresentam importante atividade
antioxidante neste ensaio, pois foram capazes de inibir a degradacdo da
desoxirribose de maneira dependente da concentragdo. Ouratea parviflora (TABELA
11) apresentou forte potencial antioxidante equivalente ao da rutina, sendo que OPgg
apresentou forte atividade antioxidante enquanto que a fragao hexanica (OP4) exibiu
fraca atividade antioxidante. No entanto, obteve-se resultados surpreendentemente
positivos com relacdo as fragdes cloroformica (OP2), acetato de etila (OP3),
hidroalcoolica (OP4) e metandlica (OPs), as quais exibiram atividades antioxidantes
bem mais promissoras que o da rutina, o flavondide padrdo utilizado. Estes
resultados estdo de acordo com CZINNER et al. (2000), os quais verificaram que
compostos fendlicos provenientes de extratos da Helichrysum arenarium, ricos em
quercetina e derivados, entre eles a rutina, possuem a capacidade de capturar o
radical "OH. ROBAK e GRYGLEWSKI (1988), também verificaram que alguns
flavonoides, entre eles quercetina, mirecetina e rutina, sdo “scavengers” do ‘OH. Em
Ouratea parviflora ocorrem flavondides como a rutina, apigenina e amentoflavona, e,
a agao “scavenger” possivelmente esteja associada a tais componentes. Com
relacdo a Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, a maioria das fragcbes revelou
resultados promissores no ensaio que avalia a capacidade de captacédo do radical
‘OH, provavelmente pelo fato destas plantas possuirem flavonoides como a
quercitina em sua composi¢g&do quimica.

A protecdo contra a peroxidacao lipidica foi avaliada utilizando como
substrato alvo homogenato de figado de ratos (CHEN e TEPPEAL, 1996). Neste
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ensaio, a peroxidagao foi induzida pelo perdxido t-butila. As trés plantas pesquisadas
revelaram resultados importantes quando comparadas a rutina. No que tange a
Ouratea parviflora (TABELA 14), excetuando-se a fragdo acetato de etila (OP3) que
nao apresentou atividade provavelmente por nao conter compostos fendlicos, todos
os demais produtos de Ouratea parviflora apresentaram importante efeito protetor da
lipoperoxidagédo, sendo que o extrato bruto (OPgg) e a fragao hidroalcodlica (OPy)
protegeram melhor as membranas celulares e nucleares (CEsy < 31,25 ug.mL'1) dos
efeitos da lipoperoxidagdo do que a rutina (CEsp = 203,83 + 1,44). Nas mesmas
condigdes experimentais, o extrato etandlico e todas as fragbes de Polymnia
sonchifolia (TABELA 15), excetuando-se a fracdo hexanica (PS7), também
apresentaram maior eficiéncia (CEso < 31,25 pg.mL™") quando comparados & rutina
(CEsp = 203,83 * 1,44ug.mL'1). Com relagédo a Marlierea obscura (TABELA 16) a
protecdo contra a lipoperoxidacdo de membranas também mostrou-se eficiente,
sendo que as fragdes hexanica (MO) e cloroférmica (MO+) exibiram (CEsp = 35,29 +
3,87ug.mL?’ e 32,72 + 4,06pg.mL'1) respectivamente. Sendo assim, mais
expressivas que a da rutina (CEso = 203,83 + 1,44ug.mL™"). Tais resultados v&o ao
encontro dos relatos existentes na literatura, onde observa-se efeito inibitério de
compostos fendlicos, como flavondides, por serem estes, doadores de hidrogénio,
mecanismo de acgdo basico dos antioxidantes (SESTILI et al., 2002; NARDI et al.,
2003; SHULDT et al., 2004; KWON et al., 2004; TANG et al., 2004).

Com excecao dos ensaios DPPH e radical hidroxil, a atividade antioxidante
do extrato bruto (OPgg) apresentou-se sempre maior que a rutina nos demais
ensaios in vitro realizados. O extrato etandlico de Ouratea parviflora (OPgg) (OP4) e
a fracdo (PS;) do extrato de Polymnia sonchifola apresentaram agao “scavenger”
tanto para O,* quanto ‘OH, o que poderia explicar sua elevada protecdo contra a
lipoperoxidacdo de membranas celulares.

Para tanto, a partir dos resultados exibidos pelos ensaios in vifro com
relacdo a atividade antioxidante das referidas plantas medicinais, selecionou-se a
planta que revelou melhor potencial antioxidante que, no caso, foi Ouratea parviflora,
destacando-se, dentre seus produtos, o extrato bruto (OPgg) e a fragdo
hidroalcodlica (OP4), que contém o flavonadide rutina, para avaliagdo subsequiente da

atividade antioxidante in vivo.
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6.2 Atividade antioxidante in vivo

O tetracloreto de carbono (CCls) € um hidrocarboneto halogenado, muito
utilizado em processos de sintese organica de compostos clorados, particularmente
compostos aromaticos halogenados, e também na industria téxtil de lavagem a seco,
sendo um agente quimico altamente téxico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999),
causando principalmente, danos hepaticos e renais. A exposicdo ao CCl, pode
acarretar o desenvolvimento de tumor e cirrose hepatica, além de necrose tubular
aguda nos rins (JUNNILA, 2000; OZTURK et al., 2003).

Os efeitos téxicos do CCls no figado ja foram extensivamente documentados
na literatura (OHTA et al.,, 2000). Sua ativagdo metabdlica pelo citocromo P450
gerando radicais livres, isto €, o triclorometano e o radical peroxil do triclorometano,
sao utilizados para caracterizar a peroxidagao de lipidios e a oxidagao de proteinas,
0 que geralmente é responsavel pela hepatotoxicidade deste composto (OZTURK et
al., 2003). Algumas investigacdes sugerem que os efeitos nefrotdéxicos do CCl, estao
associados principalmente com a producao de radicais livres (SHEWEITA, ABD EL-
GABAR e BASTAWY, 2001; OZTURK et al., 2003).

O mecanismo pelo qual o CCls induz a hepatotoxicidade é considerado,
geralmente, resultante da ativacdo deste através do sistema microssomal do
citocromo P450, no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos, em que o radical
triclorometil ("CCl3) e o radical altamente reativo do peroxi-triclorometil ((O,CCl3) sdo
as formas iniciadoras da peroxidagao lipidica do reticulo endoplasmatico no estagio
avancado de toxicidade do CCls (RECKNAGEL et al., 1989). Entretanto, alguns
autores também atribuem a hepatotoxicidade a formacao aumentada de radicais ‘OH
na auséncia da catalase (WANG et al., 1998).

No presente estudo, o CCl, foi utilizado para induzir a peroxidagao lipidica
enddgena, a qual foi avaliada em termos de detec¢do dos derivados lipoperoxidos,
através de substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS). Como
demonstrado na figura 5, o CCl, induz a lipoperoxidacdo uma vez que houve um
aumento significativo da concentracédo de TBARS (606%) neste grupo. Observamos
que apenas a rutina foi capaz de reverter este indice de lipoperoxidacdo hepatica
causada pelo CCly4, sugerindo que este composto conferiu prote¢do as membranas

celulares contra o ataque oxidativo de radicais livres, uma vez que, como ja
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comprovado experimentalmente in vitro por relatos existentes na literatura, este
composto possui grande atividade antioxidante. Ainda com relagao a rutina, GAO et
al. (2003), utilizando ensaios semelhantes, observaram que em homogenato de
figado este flavondide inibiu significativamente a lipoperoxidagao induzida por radical
alquil. Curiosamente, no presente trabalho, o ensaio TBARS in vivo (FIGURA 5) néo
comprovou os resultados obtidos in vitro (TABELA 14) com relagdo aos produtos
OPges € OP4 de Ouratea parviflora. Poderiamos especular que talvez tenha havido
um problema referente a absorcao intestinal ou celular destes produtos, pois
diferentemente, no ensaio in vitro, os resultados revelaram-se distintos. E importante
ressaltar que no ensaio com o DPPH, todos os produtos das plantas foram
diretamente solubilizados em etanol absoluto (PA), ao passo que nos outros ensaios
in vivo foram solubilizados em uma solucéo etanol (PA) e agua ultrapura, bidestilada
e, dependendo de sua lipossolubilidade total poderiam ter dificuldade em atravessar
a barreira lipidica das membranas celulares.

Conforme postulado na década de 80, e de acordo com HERMES-LIMA e
STOREY 1995, a quantificagcdo espectrofotométrica do TBARS nao pode ser
considerada uma técnica muito precisa para determinar-se o conteudo de
lipoperéxidos formados nos tecidos, isto pelo fato de o ensaio superestimar os niveis
reais de malondialdeido, uma vez que o acido tiobarbiturico pode reagir com outros
compostos presentes no meio bioldgico que tenham fungao aldeido. Entretanto, este
método é considerado efetivo para estudos comparativos de estresse oxidativo onde
outros aldeidos capazes de reagir com o TBA também sejam produtos da
peroxidagao lipidica (RAMOS-VASCONCELOS e HERMES-LIMA, 2003).

Além da avaliagdo da lipoperoxidacdao pelo TBARS, que quantifica a
lipoperoxidagao de forma geral, também procuramos mensurar a concencentragao
de hidroperédxido lipidico pelo ensaio com xilenol laranja (FOX reativo com
hidroperéxido lipidico), conforme descrito por HERMES-LIMA et al. (1995). Nesta
avaliagdo, a rutina apresentou a melhor protegcdo contra a hidroperoxidagao
(FIGURA 6), curiosamente OPgg e OP4, que contém rutina, apresentaram
capacidades de protegcao contra a hidroperoxidagcdo semelhantes entre si e em
relagdo a rutina, corroborando os achados do ensaio TBARS in vitro (TABELA 14),
diferentemente do que observou-se no ensaio com TBARS in vivo (FIGURA 6).

Com o intuito de confirmar a hipotese de que o CCls, além de causar

importante dano pela peroxidagao lipidica, também seria indutor de danos oxidativos
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significativos ao DNA, utilizou-se o ensaio cometa. Trata-se de um ensaio de alta
sensibilidade na deteccao de quebras de fitas simples e duplas de DNA em células
eucarioticas individuais além de, virtualmente, poder ser utilizado para detectar
possiveis danos ao DNA de quaisquer células eucarioticas (TICE, 1995; ROJAS,
LOPEZ e VALVERDE, 1999). Os resultados obtidos comprovaram esta hipétese,
demonstrando a capacidade do CCl, de induzir um dano oxidativo consideravel ao
DNA (FIGURA 7) de 120,4%. Dados existentes na literatura demonstram que o CCl4
induz uma fragmentagdo importante 24 horas apdés administracdo (NATH, LI e
RANDERATH, 1990).

A rutina utilizada como composto de referéncia, capaz de proteger o DNA do
ataque oxidativo dos radicais livres do CCly, foi capaz de reduzir o dano a este acido
nucléico em 35,34% (FIGURA 7). Em trabalho semelhante, utilizando perodxido t-
butila como agente agressor, AHERNE e O’'BRIEN 2000, observaram que a rutina
também foi capaz de proteger a quebra da fita simples do DNA. CALABRO et al.
(2005), também observaram uma diminuigdo significativa do dano ao DNA com a
utilizacdo da Rutina como antioxidante, porém uma complexacdo desta com
ciclodextrina aumentou seu efeito citoprotetor, revelando o efeito sinergistico das
mesmas. Segundo YAMAGUCHI et al. (2005) os flavondides possuem importante
atividade como agentes antioxidantes por mecanismos “scavenger” de radicais livres
com formacéo de pequenos radicais fenoxil reativos dos flavondides, o que impediria
o ataque oxidativo ao DNA. Os mesmos autores relataram que, em termos de
potencial citoproteor, a quercetina teria maior atividade de protegdo ao dano ao
DNA, seguido da rutina, a qual também apresenta eficiéncia elevada.

O OPgg também foi capaz de reduzir significativamente o dano ao DNA
causado pelo CCl4, ndo havendo diferenga estatistica significativa entre os referidos
tratamentos prévios e o grupo controle negativo, mostrando um efeito protetor sobre
o DNA de hepatdcitos, ainda nao relatado na literatura. Com relagao a fracdo OP4, o
DNA foi mais fortemente protegido, observando-se uma elevacéo estatisticamente
significativa na protecdo a fragmentagdo deste acido nucleico (p<0,01) quando
comparado ao grupo controle positivo e de com relagdo a rutina. Este resultado
promissor revela que a fracdo OP4, foi mais efetiva em proteger possiveis danos ao
DNA do que a propria rutina, de agéo congénere.

A oxidacdo catalisada por metais tem sido identificada como uma

modificagdo covalente a proteinas que pode ser importante em muitos processos
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fisioldgicos e patolégicos. A introducdo de grupos carbonil em residuos de
aminoacidos destas proteinas € considerado um marcador desta modificacéo
oxidativa (LEVINE, 1990; LEVINE, 2002). Dados existentes na literatura sugerem
que o CCly induz a carbonilagdo das proteinas dos hepatécitos de camundongos
(SHEWEITA, ABD EL-GABAR e BASTAWY, 2001). Segundo AHAMED et al. (2000),
o CCls pode induzir hipertrofia hepatica, necrose dos hepatdcitos além de causar
acumulo de triacilglicerois, diminuindo o conteudo de GSH, aumentando a
lipoperoxidagao, danificando a membrana, deprimindo a sintese de proteinas e a
atividade de varias enzimas.Os resultados obtidos mostraram que o CCls causou
uma elevacao de 40,5% na carbonilagdo de proteinas (FIGURA 8). Tanto OPgg
quanto OP4 apresentaram uma protecdo mais expressiva que a rutina sobre o dano
oxidativo as proteinas (FIGURA 8). Tais resultados sdo extremamente importantes,
pois demonstram que o extrato etandlico desta planta e sua fracdo hidroalcodlica
(OPegs e OP4) respectivamente, exibem um importante e siginificativo efeito
citoprotetor contra o ataque oxidativo do CCl, as proteinas, pois evita a carbonilagao
destas e, também, reforca os dados anteriormente apresentados relativos a protecao
contra a peroxidacgao lipidica (HPO) in vivo e, com relagdo ao dano ao DNA.

Com relacao as defesas antioxidantes, o CCl; demonstrou causar uma forte
deplecdo de GSH total hepatica (65,3%) nos animais expostos (FIGURA 9), o que
provavelmente promoveu dano a proteina e lipoperoxidagdo no grupo controle
positivo. Nota-se que o conteudo de GSH nos grupos tratados com rutina, OPgg e
OP, também apresentou uma deplecao, talvez pela toxicidade inerente ao CCly
porém, os 3 produtos possivelmente estariam atuando de forma similar a GSH, a
qual é utilizada como substrato para a GPx, para a conversao do H,O, em H,0, ou
neutralizacdo direta de EROs, pois conseguiram reverter os danos oxidativos
(TBARS, fragmentagao do DNA, carbonilacédo de proteinas) mesmo com os niveis
de GSH relativamente baixos.

No estudo de OZTURK et al. (2002), o CCls induziu dano renal por ser um
agente oxidativo agressor, provocando um aumento significativo da atividade da
SOD e CAT, confirmando o resultado obtido na figura 10, a qual demonstra que o
CCL4 causou uma pequena elevagao, porém estatisticamente significativa (p<0,05),
na atividade da CAT. Curiosamente, o tratamento prévio com rutina elevou
sensivelmente a atividade da CAT, quando comparada ao grupo controle negativo

(p<0,001) e quando comparada ao grupo controle positivo (p<0,001). Segundo GAO
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et al. (2003), de modo oposto a atividade da CAT em figado de ratos tratados pela
rutina provocou um decréscimo significativo da atividade desta enzima. Ja a
elevacdo que o CCls provocou, aparentemente nao foi revertida pelo tratamento
prévio com OPgg € OP4, quando comparada ao grupo controle negativo e ao grupo
controle positivo, diferentemente do observado com a rutina.

A GST e a GSH desempenham importante papel na detoxificagcdo de muitos
agentes toxicos (SHEWEITA, EL-GABAR e BASTAWY, 2001), pois a GST é a
enzima responsavel por catalisar a reacdo da GSH com o metabdlito reativo.
Segundo SHEWEITA, EL-GABAR e BASTAWY op cit, o CCly induziu dano ao
figado, e conseguiu inibir a atividade da GST em aproximadamente 30% quando
comparado ao controle. Entretanto, de acordo com SOTELO-FELIX et al. (2002), o
CCls ndo modificou a atividade da GST quando comparado como o grupo controle,
semelhantemente aos resultados obtidos no presente trabalho, pois a enzima nao
teve sua atividade alterada pelo tratamento com o CCL4 (figura 11). Por outro lado, o
tratamento prévio com rutina e de forma semelhante a CAT causou uma sensivel
elevagado (112,6%) da atividade enzimatica quando comparado ao grupo controle
normal. Enquanto que, para HIROSE et al. (1999), a rutina aumentou a atividade
enzimatica da GST em 29%. Ja o tratamento prévio com OPgg e OP4 aumentou a
atividade da GST, sugerindo que estes produtos de Ouratea parviflora poderiam ser
ativadores desta enzima de conjugacéao.

Como o CCls é um agente hepatotoxico, NISHIDA et al., 1998; GYAMGI et
al., 1999, analisaram a atividade das transaminases nos intervalos de 12 h e 24 h
apdés a administragdo, os quais observaram um aumento da AST e ALT séricas,
associado-os ao dano hepatocelular. Corroborando tais observacgdes, o tratamento
com CCl; causou uma elevagédo (365,6%) na atividade da AST (FIGURA 12),
quando comparado com o CN, que nao foi revertido pelo tratamento com a OPgg. No
entanto, a rutina e a OP4 obtiveram uma elevagao, significativamente menor, da
atividade desta enzima sugerindo um efeito hepatoprotetor. Da mesma forma, a
atividade enzimatica da ALT apresentou elevacgao estatisticamente significativa de
(346,0%) nos animais tratados com CCls quando comparados ao grupo controle
negativo (FIGURA 13). Curiosamente, quando comparados ao grupo controle
positivo, tratado exclusivamente com CCl4, a rutina, OPgg € OP4 apresentaram uma
diminuicdo significativa na atividade desta enzima, sugerindo um efeito

hepatoprotetor para o extrato e fragcbes de Ouratea parviflora, especialmente para a
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fracao hidroalcodlica (OP4). JANBAZ et al. (2002) demonstraram que a rutina exerce
efeito protetor contra danos hepaticos causados pelo CCls, onde os animais
previamente tratados com a rutina preveniram a elevagéo dos niveis sanguineos das

transaminases induzidas por CCls.

6.3 Atividade antiinflamatoria

Muitos esforgos tém sido realizados no sentido de identificar modelos
experimentais apropriados para cada tipo de reacgao inflamatéria como asma
brébnquica, artrite reumatoide, retocolite ulcerativa, dentre outros. Protocolos
experimentais nos quais o processo inflamatorio é induzido agudamente, tém sido
utilizados para estudos desta reacdo, abordando a participagdo de mediadores
quimicos de diferentes tipos celulares, além de possibilitar a avaliacdo de farmacos
com suposta atividade antiinflamatéria. Entre os modelos pode-se citar : indugao de
edema de pata, pleurisia, bolsa de ar no dorso, artrite e implantes de esponjas
embebidas com agentes irritantes no subcutaneo (SEDGWICK e WILLOUGHBY,
1989).

Com o intuito de validar o uso popular de Ouratea parviflora, Polymnia
sonchifolia e Marlierea obscura como plantas antiinflamatorias, optou-se neste
trabalho, pela utilizagdo do teste da indugcdo do edema de pata pela carragenina em
camundongos. Este método foi originalmente descrito em ratos por Winter et al.
(1962), no entanto, tem se observado um perfil semelhante de atividade
antiinflamatoria na resposta em camundongos (SUGISHITA et al., 1981).

Este teste caracteriza-se pela injecéo intraplantar de um polissacarideo de
origem marinha, a carragenina, que gera um quadro de inflamagdo aguda e é
caracterizado pela liberagao seqlencial de mediadores inflamatérios. Durante a
primeira hora, o edema gerado € mediado por histamina e serotonina e, apds este
periodo, o aumento da permeabilidade vascular € mantida por cininas como a
bradicinina. Em torno de duas horas os processos edematogénicos sao mediados
pelas prostaglandinas, associados a migracdo de leucdcitos a regido inflamada
(WILLIA 1969; DI ROSA et al., 1971).

No grupo de animais tratados previamente com veiculo (PBS), via oral e
intraplantar, a injecao intraplantar de carragenina (300ug/pata) promoveu a formagao

de edema progressivo, o qual foi avaliado nos tempos 0, 30, 60,120 e 240 minutos
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(FIGURA 15 e TABELA 18). A injecao intraplantar de carragenina, em camundongos
controles, produziu um edema que se desenvolveu no intervalo de 0 a 4 horas,
altamente significativo (p<0,001) em relagdo aos submetidos a injegdo intraplantar e
oral com veiculo PBS (FIGURA 14).

Tem sido descrito na literatura que o edema de pata induzido pela
carragenina, seria um modelo eficaz para o estudo de farmacos antiinflamatérios
(HIGGS et al., 1980; SEIBERT et al., 1994). Curiosamente, com relag&o aos animais
tratados previamente via oral, 1 hora antes da administracdo do agente flogistico
com extrato bruto (OPgg), fragdo hidroalcodlica (OP,4), extrato bruto (PSgg) e fragdo
hexanica (MO) ndo houve diminuigao, estatisticamente significativa, do edema em
todos os intervalos de tempo analisados (TABELA 18). Se por um lado, ndo se
esperava observar alteragdes significantes estatisticamente, em relagdo ao grupo
controle, nos primeiros 30 minutos do ensaio, o mesmo perfil foi igualmente
observado nos demais intervalos de tempo do ensaio. Tal resultado sugere que a
administracao, via oral, dos extratos e fracbes das referidas plantas nao foi efetiva
na reducdo do efeito edematogénico induzido pela carragenina. Entretanto, tal
diminuicdo do edema nao se mostrou significativa segundo a analise estatistica dos
dados, mas de acordo com a figura 15, as fragbes OP4 e MO3, revelaram uma
tendéncia em diminuir o edema induzido nos tempos 60 e 120 minutos, concordando
com 0s ensaios relativos a atividade antioxidante.

Diversos modelos de inflamagao tém sido utilizados para avaliar o potenical
antiinflamatdrio de alguns extratos de plantas. Isto se deve ao fato de que, apesar da
maioria das reacgdes inflamatérias apresentarem caracteristicas comuns, sua
etiologia e manifestagdes clinicas diferem significativamente, necessitando portanto,
de modelos especificos que reproduzam as caracteristicas basicas. Desta forma é
facil compreender porque os modelos experimentais relativos ao tratamento de
doencas inflamatérias sdo deveras diversificado (SEDGWICK e WILLOUGHBY,
1989).

Os resultados nao conclusivos a respeito da atividade antiinflamatéria das
plantas medicinais estudadas no presente trabalho, em que o ensaio da indugao de
edema de pata ndo se mostrou especifico, ndo descartam a possibilidade de que as
plantas medicinais de fato, possuam potencial atividade antiinflamatoria, de acordo
com os relatos etnoboténicos e etnofarmacoldgicos. Para tanto, havera a

necessidade da realizagdo de ensaio baseado no modelo da pleurisia, por tratar-se
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de um modelo que confere uma avaliagdo mais abrangente. O modelo da pleurisia
pode avaliar ndo s6 o extravasamento de liquido, como também a migracao celular
(SALEH, CALIXTO e MEDEIROS, 1996; DALMARCO, FRODE e MEDEIROS, 2002),
além da participagdo de citocinas, enzimas e mediadores quimicos (FRODE,
FERREIRA e MEDEIROS, 2001) através da utilizagdo de diferentes agentes
flogisticos. Segundo GEREMIAS (2004), a técnica da pleurisia possui vantagens em
relagdo ao edema de pata pois, a partir da coleta do lavado na cavidade pleural, é
possivel analisar e quantificar os componentes celulares e humorais da inflamacéo,
sem necessitar recorrer a procedimentos complicados na sua extragcdo e
quantificacdo. Uma outra vantagem adicional da pleurisia € a sua facil execucgao,
visto que diferentes agentes flogisticos (especificos e ndo especificos) podem ser
estudados. De modo geral, a inflamagao produzida na cavidade pleural é lenta e
prolongada, em comparagao aquela desenvolvida na pele no ensaio do edema de
pata. Isto se deve ao fato de haver diferencas na resposta do mediador inflamatdrio,
na drenagem linfatica, bem como nos tipos celulares envolvidos (GEREMIAS, 2004).
Diferentemente, na pele estes mediadores induzem rapidamente a formacgao de
edema (VINEGAR, TRUAX e SELPH, 1976).
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7. CONCLUSOES

De maneira geral, os resultados deste estudo indicam que:

Tanto o extrato bruto de Ouratea parviflora bem como suas fracdes
pesquisados na triagem dos ensaios in vitro [extrato bruto (OPgg), fragdo hexanica
(OP,), fragao cloroférmica (OP2), fragdo acetato de etila (OP3), fragdo hidroalcodlica
(OP4) e fragdo metandlica (OPs)], dentre os quais destacaram-se o extrato bruto
(OPeg) e fracao hidroalcodlica (OP4), apresentaram importante atividade antioxidante
in vitro, pois foram efetivos em promover a agao “scavenger’ de radicais DPPH,
anion superdoxido e hidroxil além de proteger contra a lipoperoxidagdo em
concentracbes menores ou similares a da rutina, reconhecido agente antioxidante.

A atividade antioxidante in vitro do extrato bruto e fragdes de Polymnia
sonchifolia revelou-se efetiva, mais precisamente o extrato bruto, com relacdo a
acao “scavenger’ do radical DPPH, de radicais hidroxil, e na protecdo contra a
lipoperoxidagdo de membranas celulares e nucleares; entretanto, ndo foi efetiva na
captacgao e neutralizagcado do anion superoxido.

As fracbes do extrato etandlico de Marlierea obscura nao apresentaram
atividade “scavenger” de anion superoéxido, sendo que a fragdo metandlica (MO3) foi
a mais efetiva na captacdo do radical livre DPPH, bem como na protecao a
lipoperoxidagdo de membranas celulares e nucleares (ensaio TBARS). As fragbes
hexanica (MO), acetato de etila (MO2) e metandlica (MO3) foram equivalentes na
captacdo do radical hidroxil, cuja agao “scavenger” foi efetivamente promissora em
relagao a rutina.

O tetracloreto de carbono (CCls) mostrou-se efetivo em induzir o estresse
oxidativo e dano celular no figado dos camundongos, entretanto o extrato bruto e
fragao hidroalcodlica de Ouratea parviflora ndo atuaram na protegao contra o ataque
do CCl4 nos ensaios TBARS in vivo e nas atividades de CAT e GST.

Todavia, com relagédo a hidroperoxidagao (ensaio FOX), tanto a rutina quanto
o extrato bruto e fracado hidroalcodlica de Ouratea parviflora foram altamente efetivos
na protecdo de dano as membranas celulares induzido pelo CCly.

Ao avaliar-se possiveis danos causados as proteinas, observou-se que a
rutina foi altamente efetiva em reverter ou proteger tais danos; ja com relagdo ao

extrato bruto e fragcado hidroalcodlica de Ouratea parviflora, ambos revelaram-se mais
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efetivos ainda que a rutina, embora a fragdo hidroalcodlica tenha apresentado
melhor efeito protetor de dano a macromoléculas protéicas.

Tanto a rutina quanto o extrato bruto e fragdo hidroalcodlica de Ouratea
parviflora, apresentaram importante atividade na protecédo tecidual no ensaio da
GSH, diferentemente da GST, ja comentada.

Ao avaliar-se as condi¢gdes hepaticas dos camundongos, observou-se que,
com relacdo a ALT(TGP), tanto a rutina quanto o extrato bruto e fragéo
hidroalcodlica de Ouratea parviflora protegeram de modo efetivamente significativo
(p<0,001) da acédo do CCL4, assegurando dessa forma, a viabilidade da realizagao
dos ensaios nos quais utilizou-se o figado dos animais para analise da suposta acéo
antioxidante pesquisada neste trabalho.

Ao avaliar-se o dano ao DNA dos camundongos, os resultados indicam que,
tanto a rutina quanto o extrato bruto e fracdo hidroalcodlica de Ouratea parviflora,
protegeram de modo altamente significativo da agdo do CCL4, sendo que a fragao
hidroalcodlica de Ouratea parviflora revelou ser mais efetiva, inclusive, que a propria
rutina.

No que tange a atividade antiinflamatéria dos produtos pesquisados concluiu-
se que a estratégia experimental adotada neste trabalho nao foi a mais adequada,
ou que, haveria a necessidade da realizagado de outros ensaios mais enfaticos, visto
que o ensaio do edema de pata avalia apenas o efeito antiedematogénico das
referidas plantas medicinais, sem considerar tanto as células quanto as enzimas que
atuam no processo inflamatério. Para este fim, o ensaio mais adequado seria o da
pleurisia induzida pela carragenina em detrimento do edema de pata induzido pela
mesma.

Entretanto, o resultado obtido no ensaio realizado neste estudo nao invalida o
uso popular, o qual associa as referidas plantas medicinais as suas propriedades

antiinflamatorias.
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8. PERSPECTIVAS

Estudos adicionais serdao necessarios para melhor elucidar, tanto o
mecanismo de acao antioxidante quanto antiinflamatéria das referidas plantas
medicinais, os quais nao foram realizados pela indisponibilidade de tempo.

Com relagao a triagem in vitro do potencial antioxidante de Ouratea parviflora,
Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura, outros ensaios serdo necessarios para
corroborar os resultados deste trabalho. Dentre tais ensaios pode-se citar : avaliagao
das enzimas : SOD, GPX, GR, glicose-6-P-desidrogenase, além dos conteudos da
glutationa total e oxidada.

Avaliar o possivel dano ao DNA dos hepatécitos pelo fato de o figado ser
responsavel pela detoxificacdo de substancias toxicas.

Empregar o ensaio micronucleo objetivando consolidar se o dano ao DNA,
observado no ensaio cometa, pode ou nao ser revertido pelo sistema de reparo ao
DNA.

Testar em cultura de células in vitro as varias concentragdes dos extratos e
fragcbes das referidas plantas medicinais e avaliar a concentragdo efetiva e
concentracao toxica das mesmas.

Ademais, com relagdo a potencial atividade antiinflamatéria das referidas
plantas medicinais, consagradas pelo uso popular, far-se-a necessaria a realizagao
do ensaio da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, sendo este mais
conclusivo na avaliacdo proposta neste trabalho no sentido de validar o uso popular

de Ouratea parviflora, Polymnia sonchifolia e Marlierea obscura.
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