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RESUMO

Os flavonoides compreendem um grupo de metabdlitos secundéarios de grande
diversidade estrutural, cujas propriedades terapéuticas tém ganhado grande interesse
nas ultimas décadas. O jaborandi (Pilocarpus microphyllus Stapf ex. Wardeworth), de
utilizacdo medicinal comprovada, apresenta importancia no mercado farmacéutico,
uma vez que das suas folhas sdo extraidas a pilocarpina utilizada no tratamento do
glaucoma. Embora, alguns flavonoides tenham sido descritos no género Pilocarpus,
nao existem estudos de prospeccao e identificacdo de flavonoides das folhas de P.
microphyllus. Nesse contexto, o presente trabalho visou extrair e identificar
flavonoides das folhas do jaborandi e investigar o potencial farmacologico. A fragdo
acetato de etila (FACOEt) obtida a partir do extrato metanolico foi avaliada quanto a
sua atividade antioxidante por meio do ensaio de captura do radical DPPH e ABTS,
além da caracterizacdo do perfil eletroquimico para observagéo dos processos redox.
No ensaio de DPPH, a FACOEt revelou CEso de 0,5 mg/mL. A frag&do apresentou valor
de TEAC de 819 umol de trolox/g de FACOEt. A amostra exibiu processos redox em
baixos potenciais, indicando promissora atividade antioxidante. O ensaio de indugao
de dor neuropatica periférica por compressao do nervo ciatico em ratas wistar para
determinacao do Limiar Nociceptivo Mecéanico (LNM) no teste de Von Frey, evidenciou
o provavel efeito desta fracdo contra as formas reativas do oxigénio (EROSs),
envolvidas no processo fisiopatolégico da dor neuropdtica, revelando atividade
significativa na dose de 100 mg/kg. Os ensaios de caracterizacao dos constituintes da
FACOEt por espectrofotometria UV-Vis, espectrofotometria infravermelho, CLAE,
espectrometria de massas e voltametria ciclica, levantaram a hipdtese sobre o
composto majoritario desta fragcdo ser a flavona crisina, cujas propriedades de
solubilidade na CLAE sdo muito préximas a da flavona quercetina, e revelaram a
presenca caracteristica deste grupo.

Palavras-chaves: Flavonoides. Pilocarpus microphyllus. Antioxidante. Dor
neuropatica.



ABSTRACT

Flavonoids comprise a group of secondary metabolites of great structural diversity,
whose therapeutic properties have gained great interest in the last decades. Jaborandi
(Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth), of proven medical use, is of great
importance in the pharmaceutical market, since its leaves are extracted pilocarpina
used in the treatment of glaucoma. Although some flavonoids have been described in
the genus Pilocarpus, there are no studies of prospecting and identification of
flavonoids of P. microphyllus leaves. In this context, the present work aims to extract
and identify the flavonoids from jaborandi leaves and investigate the pharmacological
potential. The ethyl acetate fraction (FACOELt) obtained from the methanol extract (EM)
was evaluated for its antioxidant activity by means of the DPPH and ABTS radical
capture assay, in addition to the characterization of the electrochemical profile of the
fraction to observe the redox processes Sample. In the DPPH assay, the fraction
revealed EC 50 of 0.4 mg/mL. The fraction presented TEAC value of 819 uymol trolox/g
FACOEt. The sample exhibited redox processes at low potentials, indicating promising
antioxidant activity. The trial of induction of peripheral neuropathic pain by sciatic nerve
compression in wistar rats to determine the Mechanical Nociceptive Threshold (LNM)
in the von Frey test, evidenced the probable effect of this fraction against the reactive
oxygen forms (ROS) involved in the process Pathophysiology of neuropathic pain,
revealing significant activity at the dose of 100 mg / kg. The characterization of FACOEt
constituents by UV-Vis spectrophotometry, infrared spectrophotometry, HPLC, mass
spectrometry and cyclic voltammetry, raised the hypothesis that the major component
of this fraction is flavone chrysin, whose solubility properties in HPLC are very close to
of flavone quercetin, and revealed the characteristic presence of this group.

Keywords: Flavonoids. Pilocarpus microphyllus. Antioxidant. Neuropathic pain.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo empregadas diretamente na terapia farmacologica
por meio de extratos para a elaboracédo de produtos fitoterapicos ou como fonte de
precursores para a sintese de principios ativos. (FIRMO et al., 2011).

Muitos dos farmacos atuais s&o derivados, direta ou indiretamente de
constituintes quimicos de plantas superiores. Os estudos cientificos em produtos
naturais é, frequentemente, guiado pelo conhecimento etnobotanico e pode contribuir
de forma substancial para a inovagao farmacéutica, provendo novas estruturas
quimicas e/ou mecanismos de ac¢do (TOMCHINSKY et al., 2014). Considerando-se,
ainda, que 25% dos farmacos empregados atualmente nos paises industrializados
advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais (ANDRADE, 2014), ainda assim,
sao relativamente escassos as pesquisas que visem validar cientificamente o uso
tradicional de plantas (NGO; OKOGUNB; FOLK, 2013).

Os extratos obtidos industrialmente devem ser elaborados a partir de material
vegetal de qualidade garantida, mediante um processo em que estejam padronizados,
0s solventes e os métodos de extracdo,assim como as etapas de concentracao,
secagem e homogeneizacédo (DE SOUZA, 2016).

A importancia dos produtos naturais é particularmente evidente nas areas de
estudo sobre doencas cronicas e degenerativas, cujas alteraces nos mecanismos
inflamatorios ligadas ao desequilibrios no metabolismo dos radicais livres fazem parte
do processo fisiopatoldgico, uma vez que grande parte das drogas descobertas
possuem procedéncia natural (DE OLIVEIRA et al., 2009). Diversos estudos atribuem
as substancias antioxidantes oriundas do metabolismo das plantas, em destaque
compostos fenodlicos, um efeitor protetor contra essas doencas, como cancer,
enfermidades cardiovasculares e coronarianas, diabetes, entre outras (VEIGAS-
JUNIOR et al., 2004; PINEOVANSA, 2016; PINELA et al., 2016).

A espécie Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth, popularmente
conhecida como jaborandi, € intensamente explorada como fonte do alcaloide
pilocarpina. No entanto, outros grupos de metabolitos secundarios, tais como
cumarinas, flavonoides e terpenos foram descritos para as espécies de Pilocarpus
nativas do Brasil (SANTOS; MORENO, 2004).

Dentre os principios ativos de fitoterapicos mais estudados, os flavonoides tém

merecido destaque em virtude da sua ampla gama de acdes bioldgicas e terapéuticas
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demonstradas tanto em condi¢cdes experimentais como em seres humanos, incluindo
atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, inibicdo enzimatica, atividade antialérgica,
antioxidante, vascular, e antitumoral (WILLIAMS, 2000; BEECHER, 2003;
PETERSON et al., 2003; HARBORNE; LAKHANPAL; RAI, 2007; ZHANG et al., 2007;
CUSHNIE; LAMB, 2011; NIJVELDT et al., 2011).

Esta grande classe de metabdlitos secundarios apresenta-se amplamente
distribuida nos vegetais superiores (KIM et al., 2002; ROSABAL etal., 2017). O longo
periodo de interacdo das plantas produtoras de flavonoides com varias espécies
animais deve ter contribuido na formagdo da ampla atividade bioquimica e
farmacoldgica em mamiferos e em outros sistemas biolégicos (MIDDLETON et al.,
2000).

A capacidade deste grupo em atuar como agentes antioxidantes nos sistemas
biologicos é, talvez, sua atividade mais importante e a mais estudada nos ultimos
anos, seguida pela acao antimicrobiana destes compostos (SAKIHAMA et al., 2002;
VAYA et al., 2003; PIOVESANA, 2016).

Nesse contexto, o presente trabalho objetiva realizar uma bioprospeccédo e
investigacdo do potencial farmacologico dos flavonoides das folhas do jaborandi,
tendo em vista a importancia na terapéutica desse grupo e a inexisténcia de trabalhos
sobre os flavonoides desta planta de grande valor comercial.



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacé@o de plantas no combate a enfermidades € quase tdo antiga quanto
a historia da humanidade. Na cultura chinesa, o conhecimento popular de ervas
medicinal tem sido extensamente empregado desde cincos séculos atras. As origens
desta cultura sdo desconhecidas, mas supostamente se iniciou no ano de 2953 - 2208
a.C. (FOGLIO et al.,2006; DE CASTRO et al., 2016). Até o inicio do século XIX, os
recursos terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas e/ou extratos
vegetais utilizadas de modo empirico. (ALEGRE et al., 2002; ANGOLARI; STULP,
2017).

Apesar da grande evolucao da medicina alopatica a partir da segunda metade
do século XX, alguns obstaculos basicos dificultam seu emprego por populacdes
carentes, que vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a
obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos, aliados a facil obtencdo e a
antiga tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para sua ampla utilizacédo
pelas populagBes dos paises em desenvolvimento (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005;
SANTOS; KOZUSNY-ANDREANI; 2016). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
reconhece que grande parte desses paises depende da medicina tradicional em sua
atencdo primaria a saude, tendo em vista que praticas tradicionais correspondem
cerca de 80% dos procedimentos de basicos de salude e 85% utilizam plantas ou
preparacdes destas (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO
PAULO, 2011).

A maior parte dos produtos farmacéuticos foi desenvolvida a partir dos produtos
naturais. Entretanto, estima-se que somente 15% das, aproximadamente, 300 mil
espécies de plantas no mundo tenham sido submetidas a algum estudo cientifico para
avaliar suas potencialidades na prepara¢éo de novos produtos. Nesse contexto, desde
1970, a OMS tem estimulado o estudo de plantas medicinais, no intuito de ponderar
cientificamente os beneficios do uso de medicamentos fitoterapicos, bem como
conhecer os riscos de seu uso improprio. (BRANDAO et al., 2002; NGO; OKOGUNB;
FOLK, 2013).

A combinacgéo da biodiversidade com o conhecimento tradicional de seu uso

concede ao Brasil uma posicado privilegiada para o desenvolvimento de novos
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fitoterapicos (BRANDAO et al., 2002). Até a primeira metade do século XX, o Brasil
era predominantemente rural e utlizava largamente a flora medicinal, nativa e
introduzida. Hoje, a medicina popular do pais é reflexo das unibes étnicas entre
imigrantes de diferentes etnias e 0s inUmeros povos autoctones, que difundiram o
conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados entre as
geracdes (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA DO ESTADO DE SAO PAULO,
2011). Atualmente, o mercado das plantas medicinais, as preparacdes
fitofarmacéuticas e os produtos naturais isolados representam um comeércio que
movimenta bilhnes de ddlares, tanto em paises industrializados quanto em
desenvolvimento (SKELLY, 1996; XISTO; HENRIQUES, 2016).

A toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos, comparada com a dos
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, ainda € bastante
negligenciada e representa um problema sério de saude publica. Os efeitos adversos
dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes, toxidez e acdo sinérgica (a¢cdo somada
com outras drogas) ocorrem frequentemente. As pesquisas realizadas para avaliagao
do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes,
assim como o controle da comercializacdo pelos 6rgados oficiais em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005;
LEMES, 2016).

A possibilidade de utilizar partes de plantas como fonte de substancias
medicamentosas reside na capacidade destas de produzirem, a partir de seu
metabolismo, substancias quimicas que exercem alguma atividade sobre outros
organismos vivos. (CUNHA et al., 2016).

O interesse na prospeccao de novas moléculas bioativas derivados de produtos
naturais de plantas € crescente, uma vez que os produtos do metabolismo dos
vegetais possuem vasta diversidade molecular e potencialidades terapéuticas,
representados pelas variadas classes de metabolitos secundarios (COWAN, 1999;
NOVAIS et al., 2003).

2.2 Metabolitos secundarios
Cada tipo de célula desenvolve em seu metabolismo um conjunto de reacdes

guimicas catalisadas por enzimas. Desta forma, diversos compostos quimicos séo

formados, degradados ou transformados; estes recebem o nome de metabolitos
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(MARZZOCO; TORRES, 2007; CUNHA; BARBOSA; DOS SANTOS, 2016), que por
sua vez podem ser divididos em metabdlitos primérios e metabdlitos secundarios
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

A teoria evolucionista descreve que todos os seres vivos derivaram de um
precursor comum, o que explica, por exemplo, porque as principais macromoléculas
(carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucléicos) sdo essencialmente as mesmas,
quer num organismo vegetal ou animal (SIMOES et al., 2010), e que por serem
referidos como essenciais a vida e comuns aos seres vivos tém sido definidas
como integrantes do metabolismo primério, compreendendo as varias reacdes
quimicas envolvidas na transformacdo de moléculas e nutrientes nas unidades
constitutivas essenciais da célula (WATSON, 1965; COSTA, 2016), reacdes essas
gue se encontram envolvidas na manutencao da sobrevivéncia e do desenvolvimento
celular (DIXON, 2001; TIOMNOVA, 2016). Os metabdlicos secundarios, por sua vez,
sdo importantes para a sobrevivéncia e a perpetuacdo no ambiente das espécies que
as produzem, sdo eles: compostos fendlicos, terpenoides, alcaloides, cumarinas,
taninos, entre outros; e sdo derivados biologicamente dos metabdlitos primarios
(LOPEZ, 2006; RAVEN et al., 2007; ANCHONDO REGALADO, 2016).

Metabdlitos secundarios sdo produzidos por plantas, fungos, bactérias,
protozoarios, algas, insetos, animais marinhos, e outros seres. Possuem enorme
relevancia ecoldgica, uma vez que podem atuar na atracdo de polinizadores, ou
representar uma defesa quimica contra estresse ambiental. Muitos desses compostos
ou grupos deles podem provocar reacbes nos organismos, caracterizando os efeitos
medicinais ou téxicos, sendo estes denominados principios ativos. Quanto a
toxicidade, alguns podem ou ndo apresentar, dependendo da dosagem em que
venham a ser utilizados. Assim, planta medicinal é aquela que contém um ou mais de
um principio ativo que lhe confere atividade terapéutica (LORENZI; MATOS, 2002;
RAVEN et al., 2007, AMARAL, 2016).

Muitos podem ser considerados como materiais especiais ou quimicos
refinados e possuem grande valoriza¢cdo no mercado pelos compostos biologicamente
ativos, tais como a nicotina, morfina, cocaina, pilocarpina, etc. Dado suas estruturas
altamente complexas determinantes para a atividade bioldgica, muitos deles né&o
possuem mecanismos de sintese economicamente viaveis (CUNHA et al., 2016). Um

bom exemplo é a azadiractina extraida do Nim (Azadiracta indica A. Juss), com
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estrutura bastante complexa, € utilizada como inseticida (CHAGAS, 2004; DHANG,;
SURESH; 20186).

Uma vantagem econdmica tanto dos metabdlitos primarios e secundarios € a
facilidade de obtencéo através de processos relativamente simples, como a destilacdo a
vapor ou por extracdo com solventes aquosos ou organicos (CHAGAS, 2004).

A elevada capacidade biossintética do metabolismo secundério chama a
atencao tanto em relacdo ao grande numero de substancias produzidas quanto a
diversidade destas em uma mesma espécie, além de ser destaque na area da
farmacologia quanto aos seus beneficios para a sautde humana. (ROBBERS et al.,
1996; PEREIRA; CARDOSO, 2012; MAIA, 2016).

A sintese dos metabdlitos secundarios tem origem no metabolismo da glicose.
Esta € convertida em moléculas de acido piravico que podem seguir duas vias
diferentes. Na primeira, moléculas de piruvato entram na via do 4cido chiquimico para
formar todos o0s metabdlitos secundarios aroméaticos (alcal6ides, inddlicos,
quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos hidrossoluveis).
Na segunda, o piruvato continua sendo oxidado até a formacéo de moléculas de acetil-
coenzima A (SANTOS, 2004; SIMOES et al., 2010; ANDRADE, 2017), como esta
ilustrado na figura 1.

Figura 1. Rota biossintética dos metabolitos secundarios em plantas.
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Em vérias espécies, apesar do local de biossintese estar restrito a um 6rgéo,
os produtos sdo acumulados em toda a planta ou em 6rgaos diferentes através do
sistema de transporte intercelular. Por vezes, o local de compartimento € de
fundamental importancia para a sobrevivéncia da planta (SANTOS, 2004; LIU et
al., 2017).

Os compostos fendlicos estdo entre os mais vastos e diversificado grupo de
metabolitos secundarios de plantas. Ja foram identificados mais de 8000
estruturas polifendlicas. O elemento estrutural que os caracteriza € o0 nucleo
benzénico com, no minimo, um hidrogénio substituido por uma hidroxila, sendo
encontrado na forma livre ou fazendo parte de outra fungdo como, por exemplo:
éter e éster ou formando heterosideos. Portanto, apresentam solubilidade em agua
e em solventes organicos polares. (BRUNETON, 2002; CARVALHO et al., 2007;
BOADAS-VAELLO; VELA; VERDU, 2016).

Os polifendis podem ser divididos em 10 diferentes classes, baseados na
sua estrutura quimica. Dentre essas classes, os flavonoides sdo a maior, com uma
estrutura comum de difenilpropano (DABAS, 2016). O anel A provém da molécula
de resorcinol ou floroglucinol sintetizado pela rota do acetato e apresenta um
padrdo caracteristico de hidroxilagdo na posic¢éo cinco e sete. O anel B provém da
rota do acido chiquimico e é normalmente 4’-, 3'4’-, ou 3’4’5’- hidroxilado (BRAVO,
1998; CROFT, 1998; VITALE et al., 2016).

2.3 Flavonoides

Os flavonoides sé&o substancias redutoras derivados das chalconas de ampla
distribuicdo no reino vegetal (SIMOES et al., 2010; DABAS, 2016). Nas plantas,
apresentam-se com uma variedade de formas estruturais, todas contendo 15
atomos de carbono em seu nucleo basico arranjados na configuracdo Ce-C3-Ce,
isto é, sdo dois anéis aroméaticos ligados por trés carbonos formando um terceiro
anel, que pode estar ligado a varios substituintes (HARBONE, 1984;
HOSSEINZADEH; NASSIRI-ASL, 2017). Nos compostos triciclicos, as unidades
sdo chamadas anéis A, B e C e os atomos de carbono recebem a numeracdo com
numeros ordinarios para os nucleos A e C, e 0s mesmos numeros seguidos de uma
linha (’) para o nucleo B (Figura 2) (SIMOES et al., 2001).
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Figura 2: Nucleo fundamental dos flavonoides (2-fenil-benzopirano) e sua numeracao.
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Fonte: Simdes et al. (2010).

A descoberta dos flavonoides em 1930 rendeu o prémio Nobel a Szent-Gydngy,
gue extraiu a citrina da casca do limao e constatou sua capacidade de regulacédo da
permeabilidade dos capilares. Assim, esta classe de moléculas foi inicialmente
denominada como vitamina P (de permeabilidade) e também por vitamina C2, visto
que algumas substancias pertencentes a esta classe apresentavam propriedades
semelhantes as da vitamina C. Porém, esta classificacao foi abandonada em 1950,
uma vez que a confirmacdo dessas substancias como vitaminas néo foi efetuada
(MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

Os flavonoides estéo presentes em todas as partes da planta, desde as raizes
até as flores e frutos, sendo encontrados nos vacuolos das células epidérmicas
(CAZE, 2016). Tem importancia ndo somente como pigmento amarelo das flores (do
latim: “flavus” = amarelo e “oide” = forma) (MA et al, 2016), mas também laranja, azul
e vermelho, atuando na atracdo de insetos para a polinizagcdo das plantas. Séo
também responsaveis por funcdes bioldgicas que garantem o equilibrio ecoldgico,
como protecdo contra a radiacdo ultravioleta, regulacdo do crescimento e
desenvolvimento normal das plantas, defesa contra fungos, bactérias e virus, além
de quelarem metais téxicos e reduzirem 0s agentes oxidativos lesivos a prépria
planta. Estdo ainda envolvidos no processo de transferéncia de energia,

morfogénese, determinacdo do sexo das plantas, respiracdo e fotossintese da
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maioria das plantas (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007; PRVULOVIC; MALENCIC;
MILADINOVIC, 2017).

Muitos flavonoides de origem natural apresentam-se oxigenados e um grande
namero possui agucar conjugado, conhecidos como heterosideos ou glicosideo.
Uma vez que a ligacdo do acucar € feita por uma hidroxila, estes recebem a
denominacao de O-heterosideos, do contrério, se a ligacao for intermediada por um
atomo de carbono, trata-se de C-heterosideos. Sdo designados de aglicona ou
genina 0s que nao apresentam acucares como grupo funcional, sendo estes as
formas livres (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007; ARNHOLD; TISSOT-SQUALLI,
2016).

O processo de substituicdo dos grupos funcionais existentes nos anéis
(hidrogenacéo, hidroxilacdo, metilacdo, sulfatacdo e glicosilacdo) determina as
variacdes na estrutura quimica dos flavonoides. Estes possuem as propriedades
quimicas dos fendis, sendo relativamente sollveis em agua, principalmente os
heterosideos (YAO et al., 2004; TISSOT-SQUALLI, 2016). Sao levemente acidos e
soluveis em etanol, metanol e butanol e combinacdes de solventes com agua; uma
vez que sao compostos polares ou moderadamente polares. Podem sofrer
degradacdo se deixados em meio alcalino na presenca de oxigénio (HARBONE;
WILLIAMS, 2000; GODOS et al., 2017).

Séao conhecidos mais de 4200 flavonoides diferentes (YAO et al., 2004). Esse
vasto grupo pode ser subdividido em seis grandes subclasses, baseado na variacao
do anel heterociclico C (YILMAZ; TOLEDO, 2000), séo elas: as flavonas, flavondis,
flavanonas, flavanois, antocianidinas e isoflavonas (figura 3). Podem ser
encontrados em alimentos e bebidas de origem vegetal, como frutas, vegetais, chas,
cacau e vinho. No subgrupo de flavondis e flavonas, o flavonol quercetina (figura 4)
€ 0 mais encontrado em alimentos, assim como canferol, miricetina e as flavonas
apigenina e luteolina. Os chas produzidos a partir da Camellia sinensis (L. Kuntze)
e da cebola, Allium cepa (Lineu), sdo as principais fontes alimentares de flavonois e
flavonas (SITEPU; SAPUTRA, 2016).
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Figura 3: Esqueletos basicos das principais subclasses de flavonoides e seus representantes.
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Fonte: Simdes et al. (2010).

Essa ampla classe de metabdlito secundério, cuja sintese ndo ocorre na
espécie humana, possui notaveis propriedades farmacoldgicas que atuam sobre o
sistema bioldgico, dentre elas, merecem destaque sua acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antialérgica, antiviral e anticarcinogénica (HARBORNE,
1994; MANTHEY, BUSLIG, 1998; YAO et al., 2004; FRIEDMAN, 2014; SAK et al,
2014; SINDHU; BEENA, 2016). A flavona quercetina, por exemplo, (figura 4) possui
propriedades de grande interesse, entre elas estdo seus efeitos anticarcinogénicos,

protetores do sistema renal, cardiovascular e hepatico (SIMOES et al., 2013).

Figura 4: Representagdo esquematica da estrutura quimica do flavonoide quercetina.

Fonte: Simdes et al. (2013).
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2.4 Flavonoides e propriedades farmacoldgicas

Segundo Cushnie e Lamb (2005), por séculos preparacdes de plantas ricas em
flavonoides foram usadas por médicos e curandeiros na tentativa de tratar diversas
enfermidades humanas. No antigo testamento, estdo descritas as propriedades
curativas da prépolis, prescrito para o tratamento de feridas e Ulceras por HipOcrates
na Grécia Antiga (COWAN, 1999). As propriedades antimicrobianas deste balsamo
foram atribuidas principalmente aos seus flavonoides galangina, pinocembrina e
crisina (CUSHNIE; LAMB, 2005; FORT; MORAES; PARK, 2016).

A acao antioxidante dos flavonoides, por sua vez, decorre de sua capacidade
de reduzir a formacao de radicais livres e neutralizar as espécies oxidantes, e € uma
caracteristica que depende de sua estrutura molecular. Quimicamente, sédo trés as
caracteristicas que conferem aos flavonoides suas importantes propriedades
antioxidantes (WANG et al, 2017). S&o elas: substituintes doadores de hidrogénio
(grupos hidroxilos fendlicos), que permitem aos flavonoides sofrer uma reacéo redox
gue os ajuda a capturar radicais livres mais facilmente; um sistema de deslocamento
estavel (anéis aromaticos e heterociclos e multiplas unides insaturadas), que ajuda a
deslocar a distribuicdo de elétrons e a presenca de certos grupos estruturais capazes
de formar complexos quelantes de metais de transicdo que podem regular a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROMAO, 2016). A quercetina (3,5,7,3,4-
pentahidroxiflavona) e trés flavonoides com estruturas semelhantes miricetina
(5,7,3’,4’,5’-pentahidroxiflavona), fisetina (3,5,4’,5-tetrahidroxiflavona) e luteolina
(5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona), por exemplo, mostraram atividade citoprotetora in vitro
em modelos de apoptose induzida por peréxido de hidrogénio (H202) em células PC12
(DAJAS et al., 2003).

Nos ultimos anos, foram publicados numerosos trabalhos sobre a atividade
antioxidante in vitro destes compostos e a relacdo estrutura-atividade antioxidante
(MODAK et al., 2005, MONTORO et al., 2005; SINDHU; JOSE, 2016; MANOHAR,
2017). No entanto, sua eficacia antioxidante in vivo é bastante negligenciada,
provavelmente, por conta do limitado conhecimento sobre parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos, como absorcdo, biodisponibilidade e
metabolismo (WILHELM FILHO et al., 2001).
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Flavonoides, geralmente, sao faceis e irreversivelmente oxidados a p-
hidroguinona, a qual, em uma reacgéao reversivel, é oxidada a p-quinona. Este ultimo é
facilmente polimerizado e posterirmente excretado. Entdo, os flavonoides sé&o
inativados por oxidacdo, o0 que justifica seu alto potencial antioxidante e baixo
potencial pré-oxidante; além disso, perdem elétrons mais facilmente do que ganham
(CAl et al., 1999; HAVSTEEN, 2002).

Estes compostos sdo capazes de proteger acidos graxos insaturados de
membranas celulares e antioxidantes endogenos da oxidacdo (YOKOMIZO;
MORIWAKI, 2005) e suprimem a producgéo de peroxinitrito (ONOO-) , um dos maiores
causadores de danos oxidativos em situacdes de sepse (HAENEN et al., 1997).

Os flavonoides podem exercer ainda efeito anti-inflamatorio através da
inibicdo das enzimas ciclooxigenase (COX) e/ou lipoxigenase (VIJAYALAKSHMI;
RAVICHANDIRAN; MASILAMANI, 2017). Os compostos 5,7,3’,4’-tetrahidroxi-6-
metoxiflavona e 5,7,4’-trihidroxi-6,3 -dimetoxiflavona inibem tanto a enzima COX
guanto a lipoxigenase. Outros flavonoides com atividade anti-inflamatéria sdo a
apigenina (5,7,4’-trihidroxiflavona) e a quercetina, sendo a primeira capaz de inibir
o crescimento dos fibroblastos (HARBONE; WILLIAMS, 2000; COMPAORE, 2016).

A atividade citotoxica de flavonoides e sua utilizacdo como substancias
potencialmente anticancerigenas tem sido demonstradas em muitos trabalhos. Dois
flavonoides isolados de Amburana cearensis (A.C. Smith), o isocampferideo (3-
metoxi-5,7,4’-trihidroxiflavona) e o canferol (3,5,7,4’-tetrahidroxiflavona) apresentaram
atividade citotoxica em diferentes linhagens de células tumorais humanas, in vitro,
com ICsp (concentracédo de inibicdo de 50% do crescimento) variando de 2,6 a 5,5
pg/mL e 11,5 a 22,7 ug/mL, respectivamente. A Unica diferenca na estrutura desses
compostos € a presenca da metoxila no carbono 3 do anel C, no lugar de uma
hidroxila, demonstrando que a metoxila aumenta a atividade citotoxica (COSTA-
LOTUFO et al.,, 2003; PEREIRA et al.,, 2016). A acacetina (5,7-dihidroxy-4’-
metoxiflavona), flavonoide com capacidade de induzir apoptose (Xl et al., 2015), inibe
a proliferacé@o do carcinoma de figado humano (Hep G2) com tratamento de 48 horas,
apresentando 1Cso de 10,44 pug/mL em trabalho realizado por Hsu e colaboradores
(2004).

Outra subarea farmacoldgica da qual este grupo vem ganhando destaque € a
de antibacterianos. Nos ultimos anos, muitos flavonoides tém sido avaliados néo

somente pela capacidade antibacteriana, mas também como agente modificador de
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resisténcia a antimicrobianos nas bactérias (GIBBONS, 2004; RESHMA et al., 2017).
Varias pesquisas demonstraram a potente atividade antibacteriana destes compostos
(NASCIMENTO et al.,, 2000; SINDHU; JOSE, 2017; RUNYORO; NGASSAPA;
KAMUGISHA, 2017).

Dado o enorme potencial farmacoldgico dos flavonoides, sua diversidade
molecular e ubiquidade nos vegetais, o presente estudo foi dirigido & prospeccao

destes nas folhas do jaborandi.

2.5 Jaborandi

2.5.1 Botanica e ocorréncia

O género Pilocarpus pertence a subscrito Pilocarpinae, tribo Cusparieae,
subfamilia Rutoideae, da familia Rutaceae (LIMA, 2016). Diversas familias de plantas
ja foram identificadas como jaborandi, como algumas espécies de Piper (Piperaceae),
Verbena (Verbenaceae) e Herpestis (Bacopa, Scrophulariaceae), e também outras
espécies Rutaceae, como o0s géneros Esenbeckia, Zanthoxylume e Monnieria
(PINHEIRO, 2002; LIMA; ROCHA; ROSSI, 2015; GUMIER-COSTA et al., 2016;). No
entanto, o verdadeiro jaborandi pertence ao género Pilocarpus, com 18 espécies
descritas para o Brasil, segundo Joseph (1967) ou apenas de 13 espécies, 7
subespécies e 8 variedades de acordo com Taveira et al. (2003) de distribuicdo entre
os tropicos de cancer e capricérnio, ocorrendo principalmente na América Latina
(ROMERO, 2005).

A palavra Jaborandi deriva do tupi guarani “y-ambor-endi”, significa aquele que
causa gotejamento na boca (HOLMSTED et al., 1975), fazendo alusdo a acédo
agonista colinérgica da pilocarpina em receptores muscarinicos do tipo M3 nas
glandulas salivares promovendo um aumento consideravel na salivagao (LIMA, 2016).

A espécie Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth (Rutaceae) se destaca
como uma das mais importantes da flora brasileira ja utilizada ha séculos pelos
indigenas e comunidades tradicionais.Trata-se de um arbusto ou arvoreta de 3-7,5m
de altura (figura 5) de grande ocorréncia no Brasil na regido Nordeste (Maranhé&o e
Piaui) e Norte (Pard) (TAVEIRA et al., 2003; FLORA DO BRASIL, 2016).
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Segundo Skorupa (2000), é frequentemente encontrada em florestas
ombrofilas densas, e também em afloramentos rochosos em que as matas s&o menos
densas. No interior das matas € encontrado, preferencialmente, em ambientes mais
iluminados, como em clareiras. Apresentam folhas compostas medindo, em média, 40
cm e foliolos coriaceos, de forma lanceolada. As flores sdo pequenas arranjadas em
racimos (cachos) compactos. Os frutos estdo organizados em cachos brancos

contidos em cépsulas de cortex acinzentado e liso (SABA et al., 2002).

Figura 5: Planta arbustiva Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth.

Fonte: Acervo pessoal.
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2.5.2 Propriedades farmacoldgicas do jaborandi e principais componentes

Entre as plantas que possuem efeito medicinal comprovado, o jaborandi &
considerado planta obrigatéria em programas de conservacao (VIEIRA, 1999). Das
suas folhas, sé@o extraidas sais de pilocarpina, um alcaloide imidazélico utilizado na
fabricagdo de um colirio que contrai a pupila, indicado para o controle de tipos
primarios de glaucoma (GUMIER-COSTA et al, 2016). Dentre as treze espécies do
género que ocorrem no Brasil, P. microphyllus é considerado o jaborandi verdadeiro
por possuir maiores teores de pilocarpina em suas folhas e, por isso, é a espécie
mais usada para a aquisicdo deste alcaloide (COSTA, 2005; SANDHU et al., 2006;
GRABHER, 2015).

A pilocarpina ndo apresenta efeitos colaterais, ao contrario das demais
utilizadas no controle do glaucoma. Por esta razdo, nos anos 80, iniciou-se uma
intensa corrida para a exploragcdo das folhas do jaborandi pelas industrias
farmacéuticas, a coleta das folhas passou a ser uma atividade quase predatéria. No
final desta mesma década, a extracao atingiu seu climax. Tal fato teve muitos efeitos
negativos para a populagdo nativa do jaborandi, uma vez que a coleta das folhas
deixava as plantas muito danificadas, levando-as a morte. Em 1992, o IBAMA
classificou o jaborandi como espécie em extincdo. Frente a reducdo dos recursos
naturais, principalmente, no estado do Maranhdo. As industrias farmacéuticas
passaram, entdo, a desenvolver meios para domesticar o jaborandi (SCHEERER,
2000; PINHEIRO, 2002; GUMIER-COSTA et al.,, 2016). A Embrapa Amazobnia
Oriental (Brasil), por sua vez, criou, ainda em 1992, um banco de germoplasma
visando a domesticac&o e conservacio da espécie ( SABA et al., 2002; MOURA et
al., 2005).

A espécie P. microphyllus também é conhecida no leste da Amazénia como
"Jaborandi-do-maranh&o”, e suas folhas sdo usadas na medicina popular como
diurético, sudorifico, digestivo, sialogogo, ténico capilar e para a inflamacéo dos
olhos (TAVEIRA et al., 2003).

Nas espécies do jaborandi ja foram identificados varios outros alcaloides:
isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina, pilosina, isopilosina, epiisopilosina,

epiisopiloturina, 13-nor(11)-dehidro-pilocarpina, N,N-dimetil-5-metoxi-triptamina,
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N,N-dimetiltriptamina, plastidesmina, (1H)-4-metoxi-2-quinolona e dictamina. Alguns
deles ja tiveram as suas estruturas determinadas por RMN (SANTOS; MORENO,
2004; ; LIMA, 2016; ROCHA, 2017).

A epiisopiloturina demonstrou excelente atividade, in vitro,contra as formas
adulto e jovem de Schistosoma mansoni (BH strain, Belo Horizonte, Brasil) na
concentracdo de 150 pg/mL e 300 pg/mL, respectivamente. Além da morte, a dose
sub-letal (100 pg/mL) deste alcaloide promove a reducao total da postura de ovos
por casal de vermes emparelhados, obtendo melhor atividade que o praziquantel,
farmaco padrao de referéncia. Portanto, a epiisopiloturina representa uma alternativa
promissora ha intervencao terapéutica contra a esquistossomose, uma vez que nao
mostrou citotoxicidade para macrofagos peritoneais, e pode ser obtido, em grande
escala, de forma sustentavel e econémica (LEITE et al., 2009; VERAS et al., 2012).

Taveira et al. (2003) analisou os 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacéo
das folhas e galhos finos de P. microphyllus, coletados no sudeste do Estado do
Para (Brasil) durante as estacdes chuvosa e seca e os avaliou por GC-MS. Os
principais compostos identificados foram 2-tridecanona, [-cariofileno, 2-
pentadecanona, 6xido de cariofileno e germacreno D. O estudo observou ainda uma
variacdo sazonal dos teores percentuais destes componentes variados, sendo 0s
maiores valores detectados nha estacao chuvosa. Para 2-tridecanona os valores mais
elevados foram observados nos o6leos de galhos finos, por outro lado, para B-
cariofileno, 2-pentadecanona, 6xido de cariofileno e germacreno D, 0os maiores
nameros estavam nos 6leos das folhas. Tais resultados apontam que, mesmo para
a mesma espécie, os 6leos das folhas e os dos galhos finos se apresentam distintos
quanto a sua composi¢ao.

Apesar das folhas P. microphyllus ser um produto de enorme valor comercial,
estudos prospectivos para as demais classes de metabdlitos secundarios, tais quais
os flavonoides, ainda sao incipientes, embora as propriedades farmacoldgicas
excepcionais desses compostos tenham ganhado muito espago nos ultimos anos.

Bertrand, Fabre, Moulis (2001), isolaram e identificaram quatro flavonoides
(tabela 1), dois terpendides e uma mistura de trés poliprenois das folhas de

Pilocarpus trachylophus Holmes.
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Tabela 1. Flavonoides isolados de P. trachyllophus e atividade bioldgica relatada.
FLAVONOIDES ATIVIDADE REFERENCIAS

3,4’,5,7-tetrahydroxy-3’,6- Bertrand et al., 2001
dimethoxyflavone -
3-0O-B-D-rutinoside

3,4’,5,7-tetrahydroxy-6- Bertrand et al., 2001

methoxyflavone 3-0-B-D- -

rutinoside

Patuletin 3-O-B-D-rutinoside Antioxidante Bertrand et al., 2001

Axilarina Antioxidante Bertrand et al., 2001

Kim et al., 2002

Heperidina Antioxidante Andrade et al., 1996

P Sedativa Kim et al., 2002

Fonte: Santos; Moreno, 2004

A hesperidina isolada de P. trachyllophus (BERTRAND et al., 2001) também foi
encontada em outras Rutaceae, como em espécies de Citrus e Zanthoxylum (KANE
et al, 1993). Este flavonoide tem varias atividades farmacoldgicas, algumas delas sao
anti-inflamatoria, bactericida, fungicida, antiviral, abortiva, analgésica e antipirética
(GARG et al., 2001).

2.6 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

Encontrarmos frequentemente em textos cientificos a expressao “radical livre”,
que se origina da traducdo do inglés free radical. Esta expressdo nao esta
verdadeiramente correta do ponto de vista quimico, uma vez que todo radical
apresenta em sua Ultima camada elétrons livres. Para entender o que € um radical,
deve-se compreender que os elétrons de um atomo estao distribuidos em niveis e em
subniveis de energia (COTINGUIBA, et al, 2015). Nestes subniveis, os elétrons se
dispdbem em orbitais e possuem spins, isto €, momento magnético, os quais sao
expressos pelos nimeros quéanticos + %2 e - ¥. De acordo com o principio de Pauli,
dois elétrons ocupando o mesmo orbital, apresentam spins opostos e, portanto, o
momento magnético é zero para espécies com elétrons pareados. Entretanto, nos
radicais, existe um saldo no momento magnético, pois estas espécies apresentam
namero impar de elétrons na dltima camada, tornando-as entdo espécies
paramagnéticas (VILLA, 2006; SANTOS, 2014; DE JESUS et al, 2015).
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Os radicais sé@o altamente reativos e danosos aos constituintes celulares (DE
VASCONCELOS, 2015), ao mesmo tempo, possuem um importante papel na
homeostase celular. S&o formados naturalmente durante os metabolismo celular
aerobico com a producéo de ATP, que ocorre por meio da transferéncia de elétrons
ao longo da cadeia mitocondrial. Para a realizagdo desses processos bioquimicos é
necesséria a presenca de oxigénio (Oz), porém, sua estrutura eletrébnica com dois
elétrons desemparelhados favorece a formacédo de intermediarios metabdlicos, as
chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (KEHRER; KLOTZ, 2015). Essas
moléculas sdo potentes oxidantes e responsaveis pela toxicidade do O2. O anion
superoxido (0O2*), o radical hidroxil (OH®*) e o peréxido de hidrogénio (H202) sdo as
EROs formadas durante a reducdo do oxigénio a agua (KOHEN; NYSKA, 2002;
HORST, 2011). A figura 6 abaixo mostra a formacéo das EROs.

Figura 6: Geragéo das EROs a partir da redu¢do monovalente do Oz a 4gua. Durante esse processo 0
Oz recebe um elétron por vez.

e, 2H* e, H*

e e, H*
02 —5— 02" — 5 p H202 — Sy H20 + OH®* — 53 H20

Fonte: Adptado de Koury e Donangelo, 2003.

Niveis elevados de EROs sao citotoxicos e podem reagir com qualquer
molécula biolégica e, assim, resultar em danos que incluem a morte celular,
mutacles, aberracdes cromossémicas e carcinogénese (FILHO-CIDRAL, 2013). O
O2* apresenta menor reatividade e por isto pode difundir-se por distancias
consideraveis até encontrar um alvo. Assim, este pode provocar grandes danos
celulares por meio da formacado de radicais OH. O radical hidroxil, por sua vez, € a
ERO com maior reatividade e toxicidade, pois inicia rapidamente as reacfes em
cadeia que formam lipoperéxidos e radicais organicos, os quais sdo altamente
prejudiciais a atividade celular normal. O H202 ndo € um radical, por ndo possuir
elétrons desemparelhados, mas € um agente oxidante, pois na presenca de metais
de transicdo essa ERO leva a formacgdo do radical hidroxil, que € representada
pela reacdo de Fenton (figura 7 A). O anion superoxido, juntamente com o H202,
participa da formacao do radical hidroxil através da reacdo de Haber-Weiss (figura 7,
B) (VASCONCELOS, 2005; VALKO et al., 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
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Figura 7: (A) Reacdo de Fenton: a formacdo de OH® pela reacdo do H2-0. com Fe?*. (B) Reacdo de
Haber -Weiss: o OH* é formado a partir de O2*- e H202.

(A) FeZ/Cu* + H02 ———  Fe3*/Cu?* + OH® + OH"
Fe*/Cu*

(B) 02° + H202 -+ OH + OH®

Fonte: Adaptado de Falco e colaboradores, 2015.

Estima-se que cerca de 1-4% do oxigénio utilizado na célula € incompletamente
reduzido pela agao da enzima citocromo mitocondrial devido ao “escape fisioldgico”
durante a producéo de ATP (GUEDES, 2007; AUMONDE et al, 2015).

Um dos efeitos mais destrutivos das EROs € a iniciacdo da peroxidacéo lipidica,
que pode levar a destruicdo da membrana celular, com graves repercussfes
metabdlicas, sendo este um dos eventos oxidativos mais freqliientes em nosso
organismo (OGA, 2003; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Fisiologicamente, deve haver um equilibrio entre a producéo de radicais e a
atividade de sistemas de defesa antioxidante (figura 8). A concentragdo de EROs
intracelular depende da producéo e/ou remo¢do do sistema antioxidante (ASLANI;
GHOBADI, 2016). Em geral, as células contém um grande numero de moléculas
antioxidantes, chamadas de scavengers, que previnem ou reparam 0s danos
causados pelas EROs, bem como regulam as vias de sinalizacdo redox-sensiveis.
Algumas das enzimas antioxidantes primarias contidas em células de mamiferos sao
a superoxido dismutase, a catalase, a peroxidase e a glutationa peroxidase (figura 8)
(SCHENK; FULDA, 2015). Além das defesas enzimaticas, as células possuem
defesas ndo-enziméticas, tais como as vitaminas C e E, carotenoides, flavonoides,
pigmentos biliares, urato e os tiéis (JAMES et al., 2012). O mecanismo de acado dos
antioxidantes (figura 9) é bem variado, desde a remocdo do oxigénio do meio, a
varredura das EROs, o sequestro dos metais catalizadores da formacdo de EROs,
0 aumento da geracao de antioxidantes endégenos ou mesmo a interacdo de mais de
um destes mecanismos (WEYDERT; CULLEN, 2010; ASLANI; GHOBADI, 2016).
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Figura 8: Sistema de protecdo enzimatico antioxidante.

2 0"

2 H*
soD (A)

H20: 2 GSH NADP*
(B catalaseL ) GPx X
2 H0 GSSG NADPH
Legenda: (A) Formacéo de H202 pela superéxido dismutase (SOD). (B) Reduc¢do do H202 em H20 pela
catalase. (C) Reduc¢éo dp H202a H20 pela glutationa peroxidase (GPx), o que resulta na formacao de

dissulfeto de glutationa (GSSG) a partir da glutationa reduzida (GSH). (D) Regeneragéo da GSSG pela
glutationa redutase (GR). Fonte: Adaptado de Garoéfolo, 2010.

Figura 9: Mecanismo de agdo antioxidante diante de um radical.

Quinona (composto estavel)

OoH o ROO' o o
R R R R
+ ROO— + ROOH ¥—4 T—
OH oH :
Radical (semi-quinona) Quinona (composto estavel)
o o
R R

Quinona (composto estavel)

Legenda: R= grupo alquila; R*= radical do acido graxo; ROO*= radical peréxido; RH= &acido graxo;
ROOH= composto hidroperdxido. Fonte: Adaptado de Gardéfolo, 2010.
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Uma ampla definigdo para antioxidante pode ser: “qualquer substancia que,
guando presente em baixas concentragdes, comparada ao substrato oxidante, retarda
ou inibe o processo de oxidagao” (VILA, 2006). Nao obstante, do ponto de vista
bioldgico, define-se antioxidantes como compostos que protegem sistemas biolégicos
contra efeitos potencialmente lesivos de processos ou reagdes que promovem a
oxidacdo de macromoléculas ou de estruturas celulares (OGA, 2003; BARBOSA,
2016).

Figura 10: Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos mais conhecidos.

OH OH OH
CCHa) (HyC)5C C(CHy)y C(CH3)a
OCH, CH, OH
OH CH,
HO OH H
5C20 x
CHj
N7 CH,
H
COOR

Fonte: Adaptado de Ramalho, 2006.

O ascorbato e a glutationa sdo os antioxidantes de baixo peso molecular mais
abundantes no Sistema Nervoso Central (SNC), estando o primeiro em maior
concentragdo em neurbnios e o segundo em células da glia (BASHRI; PRASAD,
2016).

As EROs também estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos
(FINKEL; HOLBROOK, 2000; KEHRER; KLOTZ, 2015), como em mecanismos de
defesa (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014) e processos proliferativos (DROGE,
2002). Estas moléculas podem regular a condutancia ibnica nas membranas e a
liberacdo de neurotransmissores e participam ainda dos processos de sinalizagao
celular (CHEN et al., 2002; CANATA, 2016) como a ativacdo de guanilato ciclase que
culmina na formacdo de GMPc (guanilato monofosfato ciclico) (RIBEIRO et al.,
2013), dentre outras.
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No entanto, as EROs estdo envolvidas na génese de varias doencas devido
aos danos ocasionados aos constituintes celulares (LEROUET et al., 2002; BOLL et
al.,, 2003; DE LIMA JUNIOR; BUGS; DE OLIVEIRA, 2016), incluindo doencas
cardiovasculares, respiratorias, doencas neurodegenerativas e gastrointestinais,
sendo ainda associado ao envelhecimento e a dor, incluindo a dor neuropatica
(YOUNG; WOODSIDE, 2001; KIM; SHIN; LEE, 2012).

Além das EROs, outros radicais também podem interferir nos processos
fisiolégicos celulares, como é o caso das espécies reativas de nitrogénio (ERN). O
oxido nitrico (NO), além de participar da transmissdo sinaptica no SNC, apresenta
efeitos citotoxicos, pois pode combinar-se com o anion superoxido formando ONOO-,
uma ERN altamente reativa que pode danificar diversos constituintes celulares (RADI
et al., 2002; KAMDEM, 2013).

O estresse oxidativo ou 0 estresse nitrosativo ocorrem quando sao
evidenciados os efeitos nocivos das ERO e ERN, respectivamente, ou seja, quando
as defesas apresentam-se reduzidas ou a producao dessas moléculas téxicas torna-
se demasiadamente aumentada. Nesses casos, ocorre dano a macromoléculas, tais
como proteinas, DNA e lipidios (VALKO et al., 2007; SCHENK; FULDA, 2015).

As ERO e ERN estao intimamentes ligadas aos mecanismos envolvidos nos
processos de nociceptivos. A ativagcdo de nociceptores provoca liberacdo de
glutamato e ativacdo de seus receptores, ocasionando posteriormente producéo de
NO, eventos chaves na sensacéo dolorosa e hiperexcitabilidade da medula espinal
(CHEN et al., 2004; XU et al., 2007; RAMOS, 2013). O NO é produzido a partir da L-
arginina pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Os neurbnios da medula
espinal possuem NOS e o0 aumento bilateral da atividade desta enzima apés estimulo
nocivo sugere participacado do NO no processamento da informacao nociceptiva (LAM
et al., 2003; BELLO et al., 2013). Esta molécula, por sua vez, parece participar
também de mecanismos antinociceptivos (KHALIL; KHODR, 2001); porém, um
excesso ha sua producdo promove dano tecidual em virtude do aumento de radicais
(LEVY; ZOCHODNE, 2004; KRUGER et al., 2015).

Foi sugerido que o aumento dos disparos dos nociceptores apos dor
neuropatica, e a consequente ativacdo de células na medula espinal, ocasionaria,
nesta regido do SNC, acréscimos na respiracdo mitocondrial e influxo de calcio no
meio intracelular com consequente aumento na produgao de ERO e NO (NAIK et al.,
2006; CURY et al., 2011).
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Nas ultimas décadas, foram realizadas inUmeras pesquisas para esclarecer o
papel dos radicais em processos fisiopatoldgicos como envelhecimento e doencgas
degenerativas associadas ao envelhecimento: céncer, aterosclerose, inflamacéao,
doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais
(COTINGUIBA et al., 2015).

2.7 Dor neuropatica e EROs

De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP,
International Association for the Study of Pain), a dor € uma experiéncia
sensorial desagradavel adjunta a um dano tecidual real ou potencial ou descrita
em termos que arremete tal dano, envolvendo ndo somente componentes
sensoriais, como também emocionais (LOESER; TREEDE, 2008; VICENTE, 2016
CARDOSO et a, 2016).

Existe um intrincado trajeto envolvendo diferentes regifes do sistema nervoso
no estimulo nocivo percebido como doloroso. No entanto, nem sempre um estimulo
periférico € necessario para que ocorra a sensacao de dor (ex. dor talamica) e, em
contrapartida, pode haver estimulacao nociceptiva sem que ocorra dor (LOPES, 2004;
SAGALAJEV et al., 2017). Nesse contexto, é importante distinguir o fenébmeno de dor,
gue € subjetivo, do fendmeno de nocicepcdo, que diz respeito aos processos neurais
de codificacdo e processamento do estimulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008).
Desta forma, nocicep¢cdo aparece como objeto de estudo mais adequado nas
abordagens para a compreensao da dor em que sdo empregados modelos animais,
incapazes de verbalizar sua percepcao do fenébmeno doloroso (KAVALIERS, 1988).

A dor nociceptiva tem como principal designio sinalizar o acometimento de
processos danosos a integridade fisica e decorre da ativacdo fisiologia dos
nociceptores (terminacdes nervosas de alto limiar que sdo ativados por estimulos
guimicos, térmicos ou mecanicos intensos). Desta forma, a sensacédo de dor esta
diretamente relacionada a presenca do estimulo nocivo, e cessa assim que este se
encerra ou, havendo dano tecidual (ndo neural) e consequente processo inflamatorio,
sua duracdo € limitada ao processo de cura da lesdo (BONICA; LOESER, 2001;
POVOROZNIUK; PRYIMYCH, 2016). A dor neuropatica (DNP), por sua vez, decorre
de uma leséo ou doencga que atinge o sistema somatossensorial (NICKEL et al., 2012)

por meio de traumas mecanicos, disturbios metabdlicos ou nutricionais (diabetes,
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hipotireoidismo, pelagra), alcoolismo, uso de farmacos (anti-retrovirais, anti-
neoplasicos), exposi¢cdo a toxinas (acrilamida, 6xido de etileno, arsénio), neoplasias,
lesbes vasculares (isquemia, hemorragias, malformacdes), entre outros (BARON;
BINDER; WASNER, 2010; ZENG; ALONGKRONRUSMEE; VAN RIJN, 2017).

A IASP define DNP como “dor iniciada ou causada por lesdo primaria,
disfuncdo, ou perturbacdo transitéria do sistema nervoso central ou periférico”. E um
acometimento relativamente comum, com incidéncia estimada na populacdo mundial
em torno de 1 a 3% (BOUHASSIRA et al., 2008; CHEN et al., 2017). Pode ser continua
ou episodica e é percebida de varias maneiras, como por exemplo, queimacao,
formigamento, em picadas, tipo choque elétrico, na forma de espasmo ou frio
(ECKELI; TEIXEIRA; GOUVEA, 2016).

Tanto o sistema nervoso periférico quanto o central podem ser acometidos por
tais injurias, o que caracteriza a DNP periférica ou central, respectivamente. Como
resultado, ocorrem diversas alteracdes (ditas mal adaptativas) ao longo de todo
neuroeixo (COHEN; MAO, 2014). A partir da sensibilizacdo podem surgir alteracées
sensoriais caracteristicas da dor patologica que sao observadas através da existéncia
de hiperalgesia e alodinia. A hiperalgesia é definida como um aumento da
sensibilidade aos estimulos potencialmente nocivos, enquanto que a alodinia
representa uma reposta dolorosa a estimulos considerados in6cuos (GUEDES, 2007;
SCHESTATSKY, 2008; DA SILVA; MEDEIROS; SCHIRMANN, 2012).

A sequéncia de eventos que pode ocorrer no nervo apos a inducdo da lesdo
(SAADE; JABBUR, 2008) incluem: (1) producédo de disparos nervosos ocasionados
pela lesdao, que podem se estender por um longo periodo de tempo; (2) liberacdo de
neuropeptideos e outros mediadores pro-inflamatorios no local da lesdo bem como no
SNC,; (3) sensibilizacdo de nociceptores e ativacdo de nociceptores silenciosos por
meio da liberacdo de mediadores inflamatdrios ou expresséo de novos receptores ou
canais ionicos; (4) mudancas na expressdo génica e na expressado de diversos
peptideos e receptores; (5) crescimento anormal de fibras nervosas periféricas e
centrais; (6) mudangcas nos campos receptivos de fibras nervosas periféricas
lesionadas e intactas.

A compreensdo dos mecanismos abrangidos na nocicepcao possibilita o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o alivio da dor (JULIAO et
al., 2011). Por esta razao, esse tema é foco de varios estudos no mundo. Entretanto,

apesar do grande numero de publicacbes e do conhecimento cada vez mais
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aprofundado sobre os mecanismos fisiologicos relacionados a nocicepcédo, ainda
existem muitas questbes sem resposta, especialmente em relagcdo ao tratamento de
casos clinicos de dor cronica (CRUCCU, 2007; VANOTTI et al., 2007; WU et al., 2007).

Por sua complexidade, a DNP, geralmente crdnica e incapacitante, € um
desafio para os profissionais da area. O tratamento baseados nas etiologias ndo é
eficaz por virtude da maior importancia representada pelos mecanismos
subjacentes a expressao dolorosa. Contudo, o tratamento da etiologia obviamente
deve ser realizado buscando minimizar os mecanismos e sintomas (ALVES NETO
et al., 2009; WANG et al., 2016).

Em muitos casos, a DNP é resistente ou pouco responsiva a AINEs e
opioides, no entanto, pode responder a farmacos antiepilépticos, antidepressivos,
ou anestésicos (DWORKIN et al., 2003; ATTAL et al., 2010). Entretanto, estas
drogas apresentam limitada eficacia e/ou significativos efeitos adversos que
comprometem sua utilizacdo por um periodo prolongado (BARON, 2009;
KOPSKY,2016).

Os modelos animais sdo amplamente utilizados nos estudos sobre a
nocicepcado (ANDRADE, 2016). Embora ndo possuam capacidade de comunicacéo
verbal, quando em contato com estimulos nocivos, os animais exibem respostas
motoras similares aos humanos. Tais respostas permitem inferir sobre a existéncia
de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988; MORRIS, 2016). A hiperalgesia e a
alodinia sdo exemplos dessas respostas, ou seja, sdo alteracbes sensoriais
observadas apés a inducao de dor (DA SILVA; MEDEIROS; SCHIRMANN, 2012).

Atualmente, ha uma grande variedade de modelos animais Gteis para o
estudo da dor DNP associada a diversas etiologias e relacionada a um quadro
extenso de manifestacdes clinicas de neuropatias periféricas (MORRIS, 2016).
Assim, a DNP pode ser induzida por lesdo mecanica (secc¢do; esmagamento ou
compressao), quimica, metabodlica ou imunoldgica dirigida ao nervo, ganglio ou
medula espinal. A figura 11 demonstra as lesfes especificamente geradas por

trauma fisico do nervo periférico (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).
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Figura 11: Modelos experimentais de dor neuropatica.

1 Esmagamento do

n. ciatico

SURAL

TIBIAL

Legenda: Ligadura de raizes (SNL), constricdo cronica do nervo (CCl), rizotomia, lesdo poupadora de
nervo, ligadura parcial do nervo (PNL), conclusdo mecénica da medula. (1) Transec¢cdo do nervo
isquiatico (BISCOLA, 2016). (2) Les&o por constrigdo cronica (SOUZA, 2015). (3) Ligadura parcial do
nervo isquiatico (DA SILVA; DA SILVA; CARPES, 2014). (4) Modelo de lesdo do nervo poupada
(SCHEID, 2014). (5) Ligadura dos nervos espinais L5/L6 (MORIARTY et al., 2016). (6) Constricdo da
raiz dorsal (MIYAKAWA et al., 2014). (7) Rizotomia dorsal (JOSENBY et al., 2014). (8) Rizotomia
Ventral (LI et al., 2016). Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009). llustracdo esquematica dos
modelos experimentais de dor neuropatica, com base em danos as estruturas nervosas periféricas:
*Esmagamento do nervo isquiatico.
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Tabela 2. Modelos de inducdo de DNP em animais.

Injuria Induzida por Induzida por Induzida por
Dor central nervosa . . L S
o patologias  quimioterapicos irritacao
periférica
Sindrome Nervo cidtico Pds-herpética Vincristina Irritacdo
talamica espontanea
Injaria da Plexo Associada ao Paclitaxel Génica
espinha branquial virus do HIV
dorsal
Excitotoxico Ligacao Esclerose Cisplatina
nervosa multipla
espinhal
Fotoquimico Injdria parcial Neuropatia
do nervo da Diabética
cauda e da periférica
safena
Neuralgia Relacionada
trigeminal ao Cancer

Fonte: Adaptado de Sousa et al., 2016.

O modelo de compressao do nervo ciatico ou isquiatico (CCl, do inglés Chronic
Constriction Injury) utilizado neste trabalho € um dos modelos mais empregados para
analisar a DNP periférica, simulando muitas sindromes dolorosas dos humanos onde
0 nervo é comprimido, como € o caso da Sindrome do Tunel do Carpo. Neste modelo
a estrutura do nervo é preservada ao menos em parte, facilitando a regeneracéo e
seu estudo, bem como a avaliacdo da hipersensibilidade aos estimulos mecéanico e
DNP observada em humanos (KONTINEN; MEERT, 2002; SOUZA, 2015).
Finalmente, este modelo é de facil execucdo e alta reprodutibilidade (BEZERRA,
MAIA; GUZEN, 2016) exigindo o minimo de conhecimento de técnica microcirirgica e
de instrumental e com reduzido custo de material (BOCCABELLA et al., 1964).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Extrair e identificar flavonoides das folhas de Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardeworth, bem como avaliar seu potencial farmacologico em modelos in vitro e in

Vivo.

3.2 Especificos

e Extrair flavonoides das folhas de P. microphyllus a partir do extrato etandlico
(EE), extrato metandlico (EM) e fracdo acetato de etila (FACOELt) do extrato
gue obtiver melhor rendimento;

e Caracterizar a FACOEt por técnicas analiticas como espectrofotometria UV-
Visivel e Infravermelho, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Espectometria de Massas e voltametria ciclica.

e Comparar os resultados obtidos nos ensaios de caracterizagdo da FACOEt
para estabelecer uma relacdo entre a estrutura quimica do(s) principal(is)
componente(s) e classificagdo quanto as subclasses de flavonoides.

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro da FAcCOEt pelo teste DPPH, ABTS e
voltametria ciclica;

e Verificar o perfil de protecdo da FACOEt contra a dor neuropatica in vivo por

modelo de inducédo por constriccdo do nervo isquiatico.
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4. METODOLOGIA

Na primeira etapa deste trabalho, a meta foi a obtencdo da fragcdo acetato
de etila (FACOEt) das folhas do jaborandi, uma vez que a literatura a apontou como
eficaz para extracdo de grande nimero de flavonoides (KEINANEN, 1993;
CARDOSO, 2011). Desta forma, optou-se pela producdo do extrato metandlico e
etandlico, para entdo, produzir a FACOEt a partir do extrato que tivesse maior
rendimento em massa.

A preparacao dos extratos se deu pelo método convencional de maceragéo
das folhas do Jaborandi a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Os
ensaios de caracterizacdo da FACOEt, bem como triagem da atividade antioxidante
e perfil neuroprotetor foram subsequentes a esta etapa.

Durante a realizacao de todos os experimentos deste trabalho, a amostra e
padrdes foram protegidas da luz e calor, a fim de impedir eventuais processos
oxidativos e mantidos sobre refrigeracédo para evitar contaminacdo microbiana e

degradacao dos componentes.

4.1 Obtencao dos extratos e fragcdes

4.1.1 Coleta e identificacdo botanica do material vegetal

A identificacdo da espécie foi supervisionada pela Dra. Ivanilza Moreira de
Andrade (Departamento de Biologia, Campus Ministro Reis Velloso, UFPI), cujo
namero de exsicata (TEPB 27152) depositado no Herbario do Centro de Ciéncias da
Natureza, UFPI, Teresina, Piaui. As folhas foram coletadas na cidade de Parnaiba, PI
em Junho de 2015.

4.1.2 Preparacao do Material Vegetal

As folhas foram devidamente limpas, para eliminar contaminantes. Apos a
secagem das folhas em estufa ventilada a temperatura ambiente, as mesmas

seguiram para moagem em moinho de facas, obtendo-se o material vegetal bruto.
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4.1.3 Obtencéo dos extratos

O processo de extracao foi determinado segundo a metodologia de Mujwabh,
Mohammed e Ahmed (2010) com algumas modificacdes.

Para obtencdo do extrato metandlico, as folhas moidas (250 g) foram
submetidas a maceracao exaustiva com 1 L de metanol (MeOH) 85% a temperatura
ambiente (25°C) por 5 dias com coleta do filtrado. O MeOH do residuo foi removido
no rotaevaporador, restando uma suspenséo aquosa. Em seguida, esta suspensao
foi submetida a liofilizacao, resultando no extrato bruto.

A aquisicao do extrato etandlico se deu sob 0 mesmo processo e propor¢cdes
ditados para o extrato metandlico. O rendimento foi calculado em percentagem, de
acordo com a férmula: [peso extrato bruto (g)/peso do material vegetal (g)] x100.
O extrato que obteve melhor rendimento foi dirigido para a etapa posterior de

fracionamento.

4.1.4 Fracionamento do extrato

Uma porc¢do do extrato metanolico (10g) foi ressuspensa em metanol: agua
(30:10, v/v) e, em seguida, transferida para um funil de decantacdo (figura 12).
Aliquotas de 50 mL de acetato de etila (AcOEt) foram utilizadas para o
fracionamento por particdo liquido-liquido. Ao final, foi obtida a FACOEt.
Posteriormente, a fracdo foi seca em banho-maria (50°C) e seguiu para 0s ensaios
subsequentes.

Figura 12: Fracionamento por particao liquido-liquido do extrato em funil de separacéo.

Fonte: Acervo préprio.
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4.2 Caracterizagao dos Extratos e FACOEt

4.2.1 Espectrofotometria UV-VIS

A FAcOEt foi analisada no espectofotometro UV Shimadzu (UV-1800),
utilizando o programa UV-probe, versdo 2.33. A diluicdo da amostra, incluindo o
padrao quercetina, foi realizada em MeOH com concentacao de 0,05 mg/mL, e 0,005
mg/mL para a quercetina, em cubetas de quartzo com capacidade para 1,0 mL e
caminho oOptico de 1 cm. As amostras e padrdao foram analisados em temperatura
similar (aproximadamente 25°C). A varredura compreendeu A entre 800 a 200 nm. Os
resultados dos espectros de absorbancia das amostras determinaram 0s

comprimentos de onda a serem analisados na CLAE.

4.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para este trabalho foi utilizado o Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
(Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com detector UV/VIS modelo SPD-20A, utilizando
sistema binario de bombeamento LC-6AD e Controlador CBM-20A. O programa de
aguisicao e processamento de dados empregado foi o Lc Solution (versao 1.24 SP1).
Solugdes da FACOEt (2 mg/mL), previamente filtrada por membranas com poros 0.22
pm, foi submetida a CLAE em andlises distintas, a fim de definir o perfil de
composicdo. As condicdes de andlise estdo apresentadas na tabela 2. O MeOH
utilizado foi da Biosolve Chimie SARL, agua (H20) ultrapura Mili-Q e acido acético
(glacial) P.A. (Vetec).

Tabela 3. Condi¢des cromatogréficas para a andlise da FACOEt por CLAE.
Condicdes de analise:

Phenomenex Luna C18 250 mm X

colne 4,6 mm x 10 ym
Comprimento de onda (A) 260 e 370 nm
Vazao 0,5 mL/min.
Concentracao das amostras em MeOH para
NS 2 mg/mL
injecao
Volume dainjecéao 50 uL
. MeOH 1% (v/v) de AcOH (B);
Fase Movel

H20 com 1% (v/v) AcOH (A).
0-5 min.: 10% B
5-20 min.: 50% B
Gradiente 20-40 min.: 50% B
40-50 min.: 100% B
50-70 min.: 10% B
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Além da amostra, foi injetado sob as mesmas condigbes cromatogréficas
listadas acima uma solugéo contendo quercetina (0,025 mg/mL em MeOH) como
padrdo. Os comprimentos de onda analisados foram correspondentes aqueles onde
houve evidenciacao de absor¢édo no espectofotdmetro UV-Vis, cujas bandas estavam

presentes em todas as amostras incluindo o padrao.

4.2.3 Espectrofotometria de Massas (EM)

O composto majoritério isolado por CLAE da FACOEt, juntamente com o padrédo
quercetina (0,1 mg/mL em MeOH), foram submetidos a analise no Espectrébmetro de
massas da Brurker, com ionizacao por elétron-spray, quadrupélo e um analisador de
massas do tipo ion trap. Nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizacdo e
dessolvatacdo hélio como gas de colisédo para realizacdo das fragmentacfes. A
deteccdo foi realizada em modo positivo de ionizacado sob pressao atmosférica. As
condicbes de ESI-MS utilizadas foram: capilar de + 6000 V e temperatura de
dessolvatacdo de 50°C, bomba de seringa marca Hamilton, com fluxo de 3 pLmin-1.
A aquisicéo e o processamento de dados foram realizados utilizando o software Trap

control (versao 3.2).

4.2.4 Caracterizacdo eletroquimica do composto majoritario da FACOEt por

Voltametria Ciclica

Na caracterizacdo eletroquimica foi utilizada a técnica de Voltametria Ciclica
(VC) para avaliar os potenciais de oxirreducao tanto da quercetina quanto do isolado
da FacOEt obtido por CLAE. Para obtencéo dos voltamogramas ciclos utilizou-se um
potenciostato/galvanostato da AUTOLAB modelo PGSTAT 128N acoplado a uma
célula eletroquimica com capacidade para 10,0 mL de eletrdlito suporte e tampa de
teflon contendo encaixe para trés eletrodos, além de entrada e saida para gas. Como
eletrodo de trabalho foi utilizado uma haste de grafite pirolitico (EGP) (A =2,1 mm?) e
como contra eletrodo uma placa de platina (A = 2,0 cm?). Ja o eletrodo de calomelano
saturado (ECS) foi utilizado como eletrodo de referéncia. Durante o registro dos
voltamogramas, todos os eletrodos permaneceram imersos numa solugcdo a 0,7
mg/mL de quercertina ou de FACOEt, solubilizadas em tampéao fosfato de potassio

(PBS) 0,1 mol L, pH 5,6 (eletrélito suporte). Vale ressaltar que o eletrodo de trabalho
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passou por um procedimento de limpeza eletroquimica, onde o potencial foi
repetidamente ciclado entre - 0,9 V e + 0,9 V para remocao de impurezas do eletrodo,

até que a corrente registrada tornou-se constante (por volta do décimo ciclo).

4.2.5 Caracterizacédo da FAcCOEt por Espectrofotometria Infravermelho (FT-IR)

A FACOEt foi caracterizada através de Espectroscopia do Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de FTIR foram coletados utilizando
resolucdo com janela de KBr em um espectrémetro Shimadzu IRAffinity-1 e nimero
de onda na faixa espectral de 4000 — 400 cm-1, comumente utilizada para
caracterizacdo de compostos organicos. A partir do grafico nimero de onda Xx

frequéncia, os principais grupos organicos presentes na molécula foram identificados.

4.3. Ensaios antioxidantes da FACOEt

4.3.1. Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo método de captura de
radicais DPPH

Este método se baseia na reducdo do radical [2,2 difenil-1-pricrilhidrazil
(DPPH)], que ao fixar um H (removido do antioxidante em estudo), leva a uma
diminuicdo da absorbancia, permitindo calcular, ap6s o estabelecimento do equilibrio
da reacédo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do radical DPPH.

Esse teste teve metodologia segundo Lima (2008), desenvolvida por Blois
(1958) e adaptado por Brand-Williams (1995). Preparou-se uma solucao etanolica de
DPPH a 0,3 mM (3,068 mg de DPPH dissolvido em etanol em um baldo volumétrico
de 26 mL). O padréo foi obtido realizando-se a leitura da absorbancia da solucéo de
DPPH sem amostra em espectrofotdmetro a 517 nm. A mensuracdo da atividade
antioxidante da FACOEt por este método foi realizada em triplicata, acrescentando-
se, 170 pL de amostra em 830 pL de DPPH, para cada fracao e realizando-se a
leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 517 nm, apos 30 mim do inicio da
reacao. Foirealizado este procedimento de leitura com cinco diluigdes/concentracao
diferentes (0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 mg/mL) da fracdo, obtidas a partir de uma solucao

inicial de 4 mg/mL. O alcool etilico foi utilizado para calibrar o espectrofotdmetro.
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A queda na leitura da densidade otica das amostras foi correlacionada com o
controle que continha solugdo de DPPH sem amostra, estabelecendo-se a

porcentagem de descoloracdo do radical DPPH conforme a formula abaixo:

% de protecao = (Abs controle — Abs amostra) x 100/ Abs controle

Apos o célculo do percentual de protecdo plotou-se em grafico os resultados
contendo os valores das concentragcdes (mg/mL) utilizadas no eixo X e o0s
percentuais de protecdo encontrados no eixo Y e foi determinada a equagédo
da reta que foi utilizada para encontrar o valor do ECso (Quantidade de amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPH).
Portanto, quanto menor o valor do ECso, maior a atividade antioxidante da amostra

analisada.

Célculo do ECso:

Equacédo daretay = ax £ b, onde:

y = 50% (quantidade em percentual de protecéo)
X = CEso (mg/mL).

Como controle, foi realizado a determinacdo do CEso da vitamina C, um
composto com propriedades antioxidante bastante conhecidas, a partir das
concentracdes de 40, 50, 60, 70 e 80 pg/mL nas mesmas condicfes de analise que a
FACOEt.

4.3.2 Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo método de captura de
radicais ABTS

Segundo Re et al (1999), inicialmente, o radical ABTS 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) é formado a partir da reacdo de 7 mM de ABTS
com 2,45 mM de persulfato de potassio, os quais foram incubados a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucéo foi
diluida em etanol até a obtencdo de uma solugdo com absorbancia de 0,70 (+ 0,01).
Para realizar as analises, foram adicionados 30 pyL da amostra diluida a 1970 yL da

solugdo contendo o radical e determinou-se a absorbancia em espectrofotometro
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(Shimadzu UV-1800) a 734 nm, apds 6 e 30 minutos de reagdo. Como solucéo-
padrdo, usou-se o antioxidante sintético Trolox nas concentra¢des de 100; 200; 400;
800 e 1.000 mM em etanol. Avaliou-se as seguintes concentracdes da fracéo: 0,2, 0,4,
0,8, 1,0, 1,2 mg/mL. Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e os resultados
foram expressos em mM de Trolox por grama de FACOEt. Em seguida, foi realizada
a determinacdo da ECso da fracdo a partir do grafico relacionando os valores das
concentracdes (mg/mL) e os percentuais de protecdo, semelhante ao calculado pelo
método DPPH.

4.3.3 Andlise estatistica dos ensaios DPPH e ABTS

Os resultados foram expressos como média * desvio-padrdo. Para a
comparacao das meédias aritméticas, empregaram-se a analise de variancia (ANOVA)
e o Turkey, usando o software Prisma 4.0 (GraphPad). Adotou-se o nivel de
significancia de 5% de probabilidade (p<0,05). Para o estudo das correlagdes lineares
das atividades antioxidantes pelo método de captura de ABTS e DPPH, foi utilizado

o programa Origin 5.0.

4.3.4 Determinacdo da Potencial Antioxidante por Voltametria ciclica

A FACOEt foi avaliada pela técnica de Voltametria Ciclica (VC) para analisar os
potenciais de oxirreducdo. Para obtencdo dos voltamogramas ciclos utilizou-se um
bipotenciostato/galvanostato Dropsens pStat 400 (Metrohm Pensalab). Um volume de
50uL da FACOEt foi adicionado a 100 pL de tampéao fosfato de potassio (PBS) 0,1 mol
L1, pH 6,4 , o qual foi utilizado como eletrélito suporte. Dessa mistura foram retirados
100 pL e espalhados sobre a superficie de um eletrodo Screen-printed, o qual possuia
como trabalho o grafite pirolitico, como contra-eletrodo um semicirculo de platina e
como referéncia uma parte de AQ/AgCl. Todas as medidas foram feitas em

temperatura ambiente (25° C).
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4.4. Determinacdo da atividade contra dor neuropéatica pelo método de Inducéo

por compressédo do nervo ciatico

4.4.1 Procedimento cirurgico

Sob a acéo anestésica de cloridrato de xilasina (20 mg/kg, i.p.) associado a
cloridrato de cetamina (120 mg/kg, i.p.) foi conseguida a Compressao Parcial do
Ciatico (CPC). Uma assepsia e tricotomia da regido posterior da pata traseira direita
de ratas Wistar fémeas foi inicialmente realizada como preparacdo para o
procedimento cirargico. Apds a instalacdo da anestesia 0 nervo ciatico foi localizado
através da separacdo do musculo biceps femoral, com a utilizacdo de equipamentos
cirdrgicos, o nervo ciatico foi exposto e liberado do tecido conjuntivo circundante.
Posteriormente o nervo foi, entdo, envolvido com um fio de sutura de seda (3-0,
Shalon®) comprimindo, assim, o seu diametro original. O procedimento foi finalizado
com aproximacado das bordas da incisdo, sutura da pele do animal e tratamento com
solucdo topica de clorexidina (2%), que perdurou até a cicatrizacdo da incisao
cirrgica. Os animas foram colocados em gaiolas metabdlicas com assepsia diéria.
Em um grupo (Sham) o procedimento foi apenas simulado, onde o nervo foi exposto,
tocado pelo instrumental cirargico, mas néo foi ligado (MOSCONI; KRUGER, 1996).

4.4.2. Avaliacdo antinociceptiva aguda

Antes do procedimento cirargico foi realizado o teste de von Frey, para
mensurar o Limiar Nociceptivo Mecéanico (LNM) de resposta basal desses animais.
Nesse teste a pata traseira direita foi tocada com trés repeticdes, por diferentes
filamentos partindo das menores concentracdes, em gramas, para as maiores. O teste
de von Frey foi realizado também no quarto dia a fim de acompanhar a instalacéo da
neuropatia e no sétimo dia, onde foi realizado o tratamento e avaliacdo da atividade
antinociceptiva da fragdo (CHAPLAN et al., 1994).

Para avaliar o efeito de uma unica administracdo da FACOEt, realizamos o
mesmo procedimento acima descrito. Os animais foram tratados com FAcCOEt 50 ou
100 mg/kg, morfina 5mg/kg ou veiculo (dgua destilada com DMSO 1%, i.p.) no setimo
dia. ApGs os tratamentos, foi realizado o teste de von Frey nos tempos de 0, 60, 120

e 180 minutos. Nesse teste houve também, um grupo de animais com tratamento
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semelhante ao do grupo veiculo, onde o procedimento cirdrgico foi apenas simulado
(CHAPLAN et al., 1994). Os experimentos receberam autoriza¢éo do Comité de Etica

e Pesquisa (Teresina, Piaui) com numero de protocolo 082/2014.
4.4.3 Anélise estatistica
Para a comparacdo das médias aritméticas, empregaram-se a analise de

variancia (ANOVA) , usando o software Prisma 6.0 (GraphPad). Adotou-se o nivel de

significancia de 5% de probabilidade (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracédo

Miranda et al (2015) relatou que quase todas as substancias bioativas
identificadas a partir de plantas sdo compostos aromaticos ou organicos saturados,
sendo mais facilmente obtidos através de extracao inicial com etanol ou metanol. Entre
as subtancias bioativas, cabe destaque as antocianinas, terpendides, saponinas,
taninos, flavonas e polifenois. Desta forma, optou-se pela utilizacdo destes solventes e,
com isso, a producéo do extrato etanodlico (EE) e metandlico (EM).

Partindo-se de 250 g de material vegetal, foram conseguidos 18,4 g de EM e
12,4 g de EE, com maceracdo exaustiva, o rendimento da extracdo obtido, por
conseguinte, foi de 7,4% para EM e 4,9% para EE. O metanol mostrou-se mais eficiente
para a extracdo em massa dos compostos que o etanol. Por esta razdo, o EM foi
escolhido para a producdo da FACOEt. Varios autores concordam que AcOEt € o
solvente mais eficaz para fracionamento quando se fala em isolamento de flavonoides
(WU et al, 2008; SANNIGRAHI et al, 2010; PAULA, 2014).

Em conformidade com estes resultados, Souza et al (2015) obteve maior
desempenho para a extracdo de flavonoides da casca de Passiflora edulis utilizando
solucéo hidroalcoolica de MeOH/H20 (80:20, v:v) em relagéo a extracao por EtOH/ H20
(80:20, v:v).

Sanvido et al (2015), com o objetivo de purificar flavonoides por fracionamento
liguido-liquido para mensuracdo da atividade antioxidante da parte aéra de Baccharis
uncinella, avaliou a utilizacdo dos solventes diclorometano, n-hexano e AcOEt na
producédo das fracdes e constatou que este ultimo apresentou teor de flavonoides cerca
de duas vezes maior e, consequentemente, atividade antioxidante superior.

Quando trabalhamos com produtos vegetais, deve-se ter o conhecimento das
melhores condi¢des que levardo a uma extracao eficaz de substancias. A qualidade da
soluco extrativa é dada principalmente pelo solvente empregado na extracéo (SIMOES
et al., 2007; NEHRING et al, 2016).

O processo extrativo € marcado por dois fenbmenos que ocorrem em paralelo: a
lixiviagdo de compostos sollveis de células lisadas e a dissolucdo e difusdo das
substancias sollveis nas células intactas. O solvente ao transpassar as células suscita

um momento dipolar nas moléculas a extrair, ocorrendo uma associacao quimica as
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moléculas do solvente. Essa capacidade de ligagdo pode ser expressa em termos de
constante dielétrica, que € uma funcéo derivada das propriedades eletroquimicas do
solvente, sendo que, quanto mais polar for o solvente maior sera sua constante
dielétrica. Assim, compostos ionizaveis ou altamente polares se dissolvem em liquidos
de elevada constante dielétrica, e compostos apolares se dissolverdo em solventes de
baixa constante dielétrica (MARQUES; VIGO, 2009; POPOVICI; BERTRAND; COMTE,
2014).

A escolha dos solventes para extracdo deve basear-se principalmente na
seletividade que o mesmo apresenta pelas substédncias a serem extraidas, e
corresponde uma etapa crucial no trabalho. No entanto, outras caracteristicas do
solvente ndo podem ser ignoradas, como a facilidade de manuseio, custo, protecdo
ao ambiente e toxicidade (LIST; SCHMIDT, 2000; ADEBAYO; OGUNSINA,;
GBADAMOSI, 2015; MIRANDA et al, 2015; SILVA; SILVA, 2016). Em uma extragao
inicial com solventes de baixa polaridade obtém-se compostos mais lipofilicos,
enquanto que o uso de solventes alcodlicos proporciona a extracdo de um amplo
espectro de substancias polares e apolares, permitindo assim fracionamentos
posteriores, resultando em fracdes de distintas polaridades. Métodos de extracao
sdo utilizados como passo de pré-purificacdo para remover seletivamente
componentes interferentes e ou isolar os compostos ativos (STICHER, 2007,
SANVIDO et al, 2015).

Quanto a toxicidade, durante o processo de eliminacdo do extrato, parte do
solvente pode permanecer no extrato e, por isso, 0 uso de solventes tdxicos [como o
MeOH, que segundo DO et al. (2014), é um oOtimo solvente para extracdo de
flavonoides] é limitado (SONAGLIO et al, 2007; FIUZA et al, 2015). Dessa forma, apesar
da extracdo por MeOH ter mostrado maior eficiéncia, deve ser considerado o efeito

residual do mesmo no extrato nos ensaios bioldgicos.

5.2 Andlises por Espectrofotometria UV-Vis

O conhecimento da constituicdo fitoquimica das plantas e seus extratos é
importante porque se constitui em uma ferramenta a ser utilizada no controle de
gualidade fisico-quimico, por exemplo (SOUZA, 2007). A espectrofotometria mensura
a energia radiante absorvida por um sistema quimico em funcdo do comprimento de

onda (A). Como consequéncia das interagdes entre os fotons e as moléculas do soluto,
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a intensidade da luz incidente é atenuada devido a absorcdo pela solugdo (SKOOG
et al., 2006; MEDEIROS, 2016).

Um gréafico espectral € especifico para uma dada molécula e, algumas vezes,
€ empregado para auxiliar na atribuicdo ou confirmacao da identidade de uma espécie
em particular (SKOOG et al., 2006). As classes de flavonoides, por sua vez, podem
ser caracterizadas através da analise dos espectros de absorgdo caracteristicos no
ultravioleta, determinados pelo nicleo comum da benzopirona, com dois maximos de
absorcdo: um ocorrendo entre 240 - 285 nm (banda 1) e outro entre 300 - 400 nm
(banda I). Em geral, a banda Il pode ser atribuida a existéncia do anel A e a banda |
ao anel B (SANTOS, 2006; FEREIRA et al, 2016; DE OLIVEIRA et al, 2016), como

pode ser observado na figura 13.

Figura 13: Bandas de absorgdo UV caracteristicas dos flavonoides.

3l'

Benzoil Cinamoil
Banda Il Banda |
240 — 280 nm 300 — 400 nm

Fonte: Simdes et al. (2013)

O gréfico espectral do padréo quercetina (figura 14) na concentracédo de 0,005
mg/mL em MeOH permitiu a observag¢ao das bandas correspondentes a absorcao
dos anel A em 269 nm (banda Il) e o anel B em 373 nm (banda 1) (figura 15). De
maneira semelhante, Simdes et al. (2013) analisou o espectro na regiao UV-Vis da
guercetina em mesmo solvente e observou duas bandas: uma em 375 nm,
correspondente ao sistema conjugado entre o0 anel B e a carbonila do anel C (sistema
cinamoil), e outra em 255 nm referente ao sistema conjugado entre o0 anel A e a

carbonila do anel C (sistema benzoil) (figura 13).
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E importante ressaltar que, para a analise dos espectros UV-Vis, deve ser
levado em consideracédo o solvente utilizado, as condi¢bes da solucdo e a pureza da
amostra (SKOOG et al., 2006). A exemplo, Timbola et al. (2006) analisou os espectros
da quercetina em solucao hidroalcodlica e observou duas bandas de absorcédo a 257
e 373 nm, porém a mesma substancia em solugéo eletrolisada manifeta nova banda
em torno de 290 nm, enquanto as bandas em 257 e 373 nm exibiram intensidades
baixas. A polaridade do solvente, frequentemente, influencia a posicdo do maximo de
absorcdo. Solventes polares, como a agua, tendem a obliterar os espectros
vibracionais das moléculas e devem ser evitados para preservar os detalhes
espectrais (MOREIRA et al, 2014).

Figura 14: Espectros de absor¢do UV da FACOEt.(em preto) e da quercetina (em vermelhro) em
MeOH. Em evidéncia, as bandas em 269 e 405 nm no espectro da FACOEt e as bandas em 255 e
375 nm no espectro da quercetina.

1 -

Absorbancia (u.a.)

T T 1
300 400 500

Comprimento de onda (nm)
Legenda: em vermelho o espectro da quercetina e em preto o gréafico espectral da FACOEt do jaborandi.

O espectro de absorbancia da FAcCOEt (figura 14) revelou caracteristicas

espectrais tipicas dos flavonoides, uma vez que ficaram evidentes as bandas de
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absorcao entre os limites estabelecidos para o cinamoil e benzoil, 269 e 405 nm,
respectivamente.

A composicdo quimica de cada amostra influencia no deslocamento das
bandas observadas nos espectros dos complexos formados entre os flavonoides.
Segundo Denni e colaboradores (2012), os diferentes substituintes presentes
principalmente no anel B do nucleo dos flavonoides, provocam diferentes desvios
batocrémicos, isto €, os espectros deslocam-se no sentido dos maiores comprimentos
de onda pela presenca de substituintes quimicos.

A posicdo das bandas e intensidade fornece informagbes importantes a
natureza do flavonoide e seu padrdo de oxigenagao. Os espectros em MeOH das
flavonas e flavondis (quercetina, canferol, miricetina e crisina) apresentam duas
bandas de maior absorcdo na regido de 240-400 nm. O aumento do grau de
oxigenacao do nucleo leva ao aumento do efeito batocrdmico. Flavonas e flavonéis
oxigenados no anel A, mas ndo no B, tendem a ter a banda Il mais pronunciada que
a |, semelhante ao observado no espectro da figura 15 para a FACOEt. Em moléculas
gue também possuem o anel B oxigenado, 0 espectro apresenta a banda | mais
pronunciada que aparece em A ndo muito distantes (MARSTON; HOSTETTMANN,
2006).

A posicao da banda | nos da informacédo sobre o tipo de flavonoide e também
sobre o grau de oxidacdo. A banda | das flavonas ocorre na faixa de 304 — 380 nm,
enguanto que a dos flavondis aparece em 352 - 400 nm. Entretanto os flavondis com
o grupo 3-hidroxil substituido (metilado ou glicosilado) possuem a banda | em 328 -
357 nm, e em geral os seus espectros sdo proximos aos das flavonas (MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006).

O espectro das flavanonas, isoflavonas e flavanondis sédo parecidos por
apresentarem pouca ou henhuma conjugacéo entre os anéis A e B. Esses espectros
apresentam uma banda Il de grande intensidade de absor¢do com somente um
ombro, ou entdo uma banda com baixa intensidade representando a banda I. A banda
Il das isoflavonas ocorre normalmente na regido de 245 - 270 nm e ndo € muito
afetada pela hidroxilagéo do anel B. O espectro das flavanonas e flavanonéis possui
a banda Il na faixa de 270 - 295 nm. A remocao do grupo 5- hidroxil de uma flavanona
ou flavanonol provoca um deslocamento hipsocrdmico (deslocamento da banda de

absorcao para um comprimento de onda menor devido a efeitos de substituicdo) de
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10 - 15 nm na banda Il. O aumento da oxigenacdo no anel B de flavanonas e
flavanondis nao possui efeitos relatados no espectro UV (MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006). De acordo com esses dados, o0 composto presente na
FACOEt pode pertencer ao grupo dos flavonadis, flavanonas, isoflavanonas ou
flavanonais.

As chalconas e auronas, por sua vez, apresentam espectro de UV com uma
banda | dominante e uma banda Il relativamente pequena. Nas chalconas observa-se
uma banda Il com maximos entre 220 e 270 nm e banda | com maximos entre 340 e
390 nm. As antocianinas e antocianidinas apresentam uma banda | com maximo de
absorcdo entre 465 e 550 nm e banda Il representada por um sinal de pequena
intensidade, ocorrendo entre 270 e 280 nm (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Na tabela 4 estédo dispostos alguns flavonoides e suas subclassificacées com
respectivos maximos de absorcdo para os anéis A e B em MeOH. O estudo
espectroscopico da flavona crisina (figura 15) realizado por Beg, Bhatia e Baig (2014)
revelou absorcédo na regido 268 nm, correspondendo a absorcdo de seu anel B,
semelhante a banda observada na fracdo AcOEt, porém a regido que, provavelmente,

corresponde ao anel B apareceu em comprimento de onda diferente.

Tabela 4. Principais flavonoides, suas subclasses e caracteristicas espectrais (UV-Vis).
Absorcdo maxima (nm)

Flavonoide Subclasse
Banda A Banda B
Quercetina Flavonol 372 256
Fisetina Flavonol 362 248
Canferol Flavonol 366 267
Luteolina Flavona 350 254
Apigenina Flavona 336 269
Crisina Flavona 314 268
Eriodictiol Flavanona 336 288
Hesperidina Flavanona 336 288
Taxifolina Flavanonol 340 288

Fonte: adaptado de Tsimogiannis et al. (2007).
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Figura 145: Estrutura quimica da Crisina.

HO O

OH O

Fonte: Autoria propria (2016).

Em decorréncia do aparecimento de deslocamentos no grafico espectral e
sobreposicdo de grupos funcionais em mesmos comprimentos de onda,
principalmente em amostras ndo puras, esta técnica ndo possibilita por si s6 a
identificagdo inequivoca dos compostos presentes no analito. Assim, dados
qualitativos no ultravioleta devem ser suplementados com outras evidencias quimicas
ou fisicas, como espectros infravermelhos, de ressonancia magnética nuclear e de
massas, bem como informacdes sobre solubilidade, ponto de fusdo e ebulicdo
(SKOOG et al., 2006).

Os graficos espectrais sdo importantes para a CLAE. A andlise no UV-vis &
fundamental para se determinar os comprimentos de onda utilizado no ensaio
cromatografico. Por esta razdo, optou-se pelo A de 260 nm, com alta absor¢cdo na

FACOEt e 370 nm, onde houve absorcao no padréo quercetina.

5.4 Perfil de metabolitos secundéarios da FACOEt por CLAE

O cromatograma da FAcCOEt revelou um pico intenso e bem definido com tempo
de retencéo (tr.) de 53 minutos (figura 16-B), correspondente a substancia majoritaria
na amostra. O tr representa o tempo gasto por um componente desde a sua injecao
até a sua deteccao na saida do sistema. Desta forma, tr engloba todo o tempo que
um componente fica no sistema cromatografico, seja diluido na fase mével, seja retido

na fase estacionaria.
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Figura 15: Cromatogramas relacionando a intensidade (u.a.) com o tempo de corrida. Em vermelho: 370
nm; preto, 260 nm). A: Quercetina. B: FACOEL.

e
TS50000-

min

(WAv

1000000—

o 4o 2o 7 T30 | 4o 50 'Golllrr'ﬂio

A seletividade de um método analitico € medida pela capacidade que este
apresenta em detectar exatamente um dado composto na presenca de outros
componentes, tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz. A avaliacdo da seletividade € feita pela identificacdo das substancias
detectadas na amostra por meio da comparacao do tr do pico da subtancia padréo
pura com o tr do composto investigado na amostra (BRAZIL, 2003; YANG et al.,
2015), no caso deste trabalho, a substancia padréao é a quercetina.

A intensidade de absor¢cdo do pico tr 53 min da FacOEt foi de,
aproximadamente, 1000 mAU para uma solucao de injecdo de 2 mg/mL, que esta
diretamente relacionada com a concentragdo do composto na fragcdo. Tal afirmacéo
se apoia no principio de deteccao por UV-Vis, que é definido através da concentracéo
do analito relacionada a fracdo da luz transmitida pela célula do detector de acordo
com a lei de Bee-Lambert, onde a absorbancia €&, geralmente, proporcional a
concentracdo da amostra. A intensidade de absor¢cédo da molécula também depende
dos grupos funcionais presentes e da influéncia que estes podem exercer sobre outros
grupos (SKOOG; DOUGLAS, 1992; MANTELE; DENIZ, 2017).

A quercetina evidenciou um pico com mesmo tr (53 min) da FAcCOEt, como se
pode perceber na figura 17-A. Desta forma, pode-se inferir grande similaridade entre
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0 composto majoritario presente na fracdo e o padrdo, uma vez que estes foram
submetidos as mesmas condi¢des cromatograficas.

Em geral, as separacdes dos flavonoides por CLAE séo realizadas em colunas
de fase reversa C18, e as diferencas nas caracteristicas dos meétodos de identificacao
e quantificacdo estdo associadas com o sistema de deteccédo. (GOMES, 2010).

Nas separacgOes de flavonoides levadas a cabo em fase reversa, espera-se
uma eluicdo que comeca pelos compostos mais polares e acaba nos compostos
menos polares. Assim, de um modo geral, 0s primeiros compostos a sair da coluna
cromatografica serdo os que pertencem, por exemplo, a subclasse dos flavanois, as
catequinas e as epicatequinas. Em seguida sairdo as antocianinas e depois 0s
compostos membros das subclasses dos flavonéis, flavonas e flavanonas. A
polaridade do anel basico das ultimas trés subclasses é muito similar, mas a adicéo
de grupos hidroxila a estrutura do anel B resulta numa alteragcdo substancial da
polaridade da molécula (MERKEN; BEECHER, 2000).

O composto tr 53 min FACOEt foi coletado para posterior analise por

Espectometria de massas e voltametria ciclica.

5.5 Analise por Espectometria de massas (ESI-MS) do composto majoritario da
FACOEt

A espectrometria de massas pode ser entendida como uma técnica analitica que
permite a identificacdo da composi¢ao quimica de um determinado composto isolado, ou
de diferentes compostos em misturas complexas, através da determinacdo de suas
massas moleculares na forma idnica (ou seja, com carga elétrica liquida, positiva ou
negativa), baseada na sua movimentacdo através de um campo elétrico. Esta
movimentacdo é determinada pela razao entre a massa de um determinado composto
(analito) e sua carga liquida, designada por razdo m/z. Assim, conhecendo o valor m/z
de uma molécula é possivel inferir sua composicdo guimica elementar, e com isso
determinar sua estrutura (BRAMER, 1998; CROTTI et al, 2006; CAVALCANTI, 2016).

Em virtude da elevada sensibilidade e rapida analise desta técnica, a
espectrometria de massas tem se tornado cada vez mais indispensavel na caracterizacéo
estrutural de biomoléculas, sendo possivel distinguir minimas altera¢des estruturais entre
moléculas idénticas (SOUZA, 2008; CAVALCANTI, 2016). Por esta razdo, a FACOEt foi

submetida a analise por Espectometria de massas.



Figura 17: Al: Espectro de massas do padrdo quercetina. A2: Espectro M/S da quercetina. B: Espectro

de massas do composto tr = 53 min da FAcCOEt.
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O espectro de massas da fracdo revelou um principal ion molecular de m/z
254.9 [M+H]* (figura 17- B). Esse valor de m/z é encontrado na literatura para o ion
molecular da crisina (figura 15) em modo de ionizacao positiva (HUGHES et al., 2001;
CARTER-WIENTJES et al., 2003; TSIMOGIANNIS et al., 2007; BOUE et al., 2013)
levantando a hip6tese de que esta flavona seja o composto predominante das
FACOEt.



63

A andlises do padrdo quercetina, por sua vez, diluida em MeOH por ESI-MS
evidenciaram um ion molecular com m/z 302.9 [M+H]* (figura 18- Al). Espectros m/z
idénticos foram encontrados na literatura para a quercetina.

Tsimogiannis et al. (2007), estudou a fragmentacdo de doze flavonoides
selecionados pertencentes aos subgrupos dos flavondis, flavonas, dihidro-flavonois,
flavanonas e flavanois. As andlises foram realizadas por LC-MS no modo de ionizag&o
positivo e solvente MeOH. O perfil de fragmentacdo especifico de cada flavonoide
revelou a desidratacéo e perdas de monoxido de carbono do ion [M + H]*, e permitiu
a caracterizagao dos subgrupos de flavonoides. O estudo concluiu que os fragmentos
resultantes da cisdo do anel C sao especificos de cada subgrupoe revelou o padrao
de substituicdo dos anéis A e B. Dentre os flavonoides estudados estava a quercetina,
tais resultados se sobrepdem a fragmentacdo do ion molecular quercetina (m/z=
302.9) do espectro ESI-MS da figura 17-A2, em que foram observados os fragmentos
de m/z: 229, 257 e 285.

Figura 16: Clivagens no anel C da quercetina resultando nos fragmentos do espectro de massa.
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Fonte: Tsimogiannis et al. (2007)
A figura 18 indica os pontos onde ocorrem as quebras no anel heterociclico C

da quercetina e formacéo dos fragmentos. Além disso, relaciona os sitos de quebra

com a numerac¢ao dos atomos da molécula.
5.6 Estudo de voltametria ciclica (VC) do composto majoritario da FACEt

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informac¢des qualitativas e

guantitativas de uma espécie quimica sao obtidas a partir do registro de curvas
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corrente-potencial, realizadas durante a eletrolise dessa espécie em uma cela
eletroquimica constituida de dois ou trés eletrodos, sendo um deles um microeletrodo
(o eletrodo de trabalho) e o outro um eletrodo de superficie relativamente grande
(usualmente o eletrodo de referéncia). O potencial é aplicado entre os dois eletrodos
em forma de varredura, isto é, variando-o a uma velocidade constante em fungéo do
tempo. O potencial e a corrente resultante sao registrados simultaneamente. A curva
corrente vs. potencial obtida € chamada de voltamograma. (SOUZA et al., 2003;
SKOOG et al., 2006).

Utilizando a técnica de VC foi possivel discriminar diferencas significativas no
perfil de oxirredugéo da quercertina do isolado da FACOEt. A figura 19 revela os
voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de quercertina ou do composto da
FACOEt, a 0,7 mg/mL . Para fins comparativos, também é mostrado o voltamograma
do EGP (eletrodo de calomelano saturado) registrado em eletrélito puro. Nestas
condicbes, o EGP ndo mostrou nenhum processo redox no intervalo de potencial
analisado e ainda apresentou baixa corrente capacitiva, 0 que impulsionou 0 seu

emprego nos experimentos posteriores.

Figural9: Voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo de quercertina ou de FACOEt a 0,7 mg/mL em
eletroélito suporte de PBS 0,1 mol L1, pH 5,6, v =100 mV s1. A escala de corrente da direita corresponde
aos valores obtidos no voltamograma da quercetina enquanto que a da esquerda resultou dos
voltamogramas do EGP em eletrdlito puro ou na presenga da FACOEt.
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Em etapa seguinte, registrou-se o voltamograma do EGP na presenca da
guercetina, e neste caso foram observados dois pares redox bem definidos, os quais
foram diretamente atribuidos a resposta eletroquimica da quercertina nas condi¢des
experimentais estabelecidas, figura 19.

O perfil eletroquimico observado para a quecertina na figura 20 corrobora com
os dados ja existentes na literatura (HENDRICKSON et al., 1994; YANG et al., 2001;
TIMBOLA et al., 2006; GIL; RENE, 2013). Durante a varredura no sentido anédico, o
primeiro pico observado em -0,11 V vs ECS corresponde a transferéncia de carga
causada pela oxidagao das hidroxilas na posigéo 3’e 4’ do anel B da quercetina, figura
20. Ja o segundo pico de oxidacéo (em + 0,25 V) tem sido relacionado ao processo
de oxidacdo das hidroxilas nas posi¢cdes 5 e 7 do anel A da molécula, figura 20. Na
varredura catddica, observou-se a respectiva reducdo desses processos em + 0,17 V
e -0,14 V vs ECS. Na figura 21 é possivel observar um provavel mecanismo para a
oxirredugdo da quercetina, proposto a partir dos resultados obtidos e dados da

literatura.

Figura 20: Estrutura da quercertina e indicagéo da posicéo dos carbonos na molécula.

Fonte: Adaptado de Timbola et al. (2006).

Figura 171: Mecanismo eletroquimico proposto para quercertina.
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Fonte: Hendrickson et al. (1994) e Timbola et al. (2006).
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Ainda na Figura 19, é possivel observar que o voltamograma ciclico obtido
para o isolado da FACOEt é totalmente diferente daquele registrado para a
quercertina. Apenas um pico de oxidacao nao reversivel foi observado préximo de +
0,2 V vs ECS para o composto da FACOEt. Tais resultados sugerem que este possa
ser uma molécula diferente da quercetina, apesar de apresentar comportamento
semelhante durante o processo de purificagao por CLAE.

As diferencas entre o anel B das duas substancias foi mais uma vez evidenciada,
ja que nao foram observados o0s processos desses grupamentos no voltamograma do
composto da FACOEt, somente na quercetina; assegurando a teoria de que o composto
seja a crisina, uma vez que esta ndo apresenta hidroxilas na posicédo 3’ e 4’ do anel B,
porém possui anel A com oxigenacao nos carbonos 5 e 7.

Tendo em vista que a intensidade maxima de corrente resulta da reacao de
oxidacdo no pico de corrente anddica, € esperada para o composto isolado atividade
antioxidante envolvendo um processo de transferéncia de carga irreversivel.

Vale ressaltar que existe a possibilidade da substancia FACOEt ser uma
variacao da quercertina obtida em um diferente estado de oxidac&o, induzido pelo
solvente empregado durante a cromatografia. Entretanto, investigacdo mais
profunda dever4d ser efetuada em busca de elucidar esses resultados
preliminarmente obtidos. Futuras analises de cristalografia e RMN poderao subsidiar

as hipéteses aqui levantadas.

5.3 Caracterizacdo da FACOEt por Espectrofotometria Infravermelho (FT-IR)

A espectroscopia de absorcéo no infravermelho consiste em prové informacdes
relativas aos modos de vibracdo molecular, que dependem da estrutura da molécula.
As vibracdes moleculares abrangem energias que equivalem a energias de fotons
infravermelhos. Na espectroscopia molecular, tais fétons podem ser absorvidos
pela(s) molécula(s) objeto do estudo, excitando modos de vibracdo das moléculas,
resultando em espectros de absor¢éo ou transmitancia na regido do infravermelho a
partir dessa interacdo entre foton-molécula. Desta forma, podem-se levantar
informacOes sobre a geometria e as forcas de interacdo entre os atomos que
compdem a molécula, uma vez gque seus espectros se correlacionam com esses
fatores (LARKIN, 2011; DOS SANTOS et al., 2012).
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O espectro de absorcdo no infravermelho € obtido quando uma radiagao
eletromagnética incidente tem uma componente com valor de frequéncia igual a
frequéncia correspondente a uma transicdo entre dois niveis vibracionais. Sao
observados nos espectros IRN apenas os modos de vibracdo que levam a variacéo
no momento dipolar elétrico (COLTHUP, 2012).

Especificamente para flavonoides, as bandas relacionadas aos grupos que
contenham carbono, oxigénio e hidrogénio destacam-se na analise do espectro destes
compostos (MAI, 2011).

No gréfico espectral da figura 22, as bandas funcionais da FacOEt, evidenciam
claramente grupos funcionais presentes nos flavonoides: OH, C=0O, C=C, C-H
(HENECZKOWSKI et al., 2001; BEG, BHATIA, BAIG, 2014).

Figura 18: Espectro na regido infravermelho da FACOEt do jaborandi.
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Legenda: no eixo y: transmitancia (%), no eixo x: comprimento de onda (cm-1).

A absorcdo na regido de 3.600 - 2.700 cm™ esta associada as vibracdes de
deformacéo axial nos atomos de hidrogénio ligados a carbono, oxigénio e nitrogénio
(C-H, O-H e N-H). O intervalo de 3.600 - 3.200 cm™ diz respeito especificamente ao
grupo OH associado na molécula, ou seja, néo livre ou quelado (STUART, 2005). Na
FAcOEt, foi observado uma intensa banda em 3450 cm? (figura 23) que,
provavelmente, corresponde ao grupamento hidroxila. Uma banda forte, dentro desse
intervalo, significa que a intensidade da mesma depende da concentracao, portanto,
ha uma quantidade consideravel deste agrupamento na amostra. Bandas fortes em

torno de 2900 cm, como a que aparece no espectro da figura 23, revelam-se em
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guase todos o0s espectros de compostos organicos, pois séo decorrentes da presenca
do estiramento C—H (STUART, 2005).

Foi possivel identificar o grupo C=C presente nos anéis aromaticos dos
flavonoides que aparece na 2.300-1.900 cm™. A absorcéo nesta regido é relacionada
as vibracdes de deformacgédo axial de duplas ligagbes (ndo acumuladas). Na maioria
dos casos, a posicdo da banda pode ser mudada por efeitos de conjugacédo ou
indutivo dos substituintes quimicos. O intervalo de freqiéncia de absorcdo que
corresponde o grupo C=C de aromaticos é de 1600-1650, 1450-1500 cm™. Nas
vibracdes de ndcleos aromaticos, a banda de 1.580 € intensa quando o grupo fenila &
conjugado com insaturagdes ou mesmo ligado a atomos com pares de elétrons livres.
A banda de 1450 cm, geralmente, é obscurecida e a banda de 1500 cm™ é,
normalmente, mais forte (SIESLER et al, 2008). Segundo Heneckkowski, 2001,
grupos substituintes em posi¢cdes meta ou para doadores de elétrons diminuem ainda
a frequéncia de estiramento de aromaticos das flavonas. Estes podem ser vistos na
posicéo de 900-860, 810-750 e 710-690 cm* para anel benzeno meta-dissubstituido,
tal qual existe na molécula da quercetina e crisina . Observou-se no espectro NIR
absorcdo em 860, 750 e 692 cm™ (figura 23) que pode corresponder a esta banda de
aromaticos (MANTSCH; CHAPMAN, 1996; STUART, 2005)

A banda de absor¢édo do grupo -CH=CH- constituinte do anel aromatico foi
identificada no espectro dentro do intervalo esperado de 970-960 cm™. O espectro de
compostos aromaticos apresentam na regido de 5-6 micrometros as chamadas
bandas de combinacéo. Estas bandas sdo obtidas a partir da combinagéo (pela soma
ou diferenga dos niumeros de onda) a fim de fornecer uma Unica banda e sua presenca
no espectro Infravermelho indica que as vibracdes ndo sao independentes (SOUZA et
al., 2013). Na regido de 700-690 cm™ aparecem as bandas de absor¢do de —CH
angular fora do plano, essas bandas mostram informacdes a respeito da posi¢cao dos
substituintes no anel aromético (BOAS et al, 2014).

A regido do estiramento da carbonila (figura 23) esta representada entre 1850-
1650 cm. Bandas intensas neste intervalo relacionam a presenca do grupo carbonila
dos varios compostos carbonilados. Essas absorcdes sédo deslocadas de 30-40cm
para frequéncias mais baixas em sistemas q, insaturados (STUART, 2005). P6de ser
observado no espectro NIR da FAcCOEt a regido de 1720 cm? (figura 23) que
provavelmente, corresponde a regiao do grupo carbonila da funcao cetona, existente

no anel C dos flavonoides.
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Figura 193: Regido de estiramento da carbonila.
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Legenda: Banda de absorcédo de carbonila de algumas funcdes.

Outras bandas caracteristicas sdo decorrentes da vibracao do grupo fenol; C-
OH vibracbes de deformacédo (1308-1370 cm™) e C-OH vibracbes de estiramento
(1112-1172 cm?) (STUART, 2005). De maneira geral, o espectro NIR obtido mostrou

similaridade aos encontrados na literatura para a crisina (figura 24) (BEG, BHATIA,
BAIG, 2014; SATHISHKUMAR, 2015; XIE et al., 2017).

Figura 20: Espectro infravermelho da crisina de acordo com Sathishkumar (2015).
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Legenda: No eixo y: absorbancia (%), no eixo x: comprimento de onda (cm-?).

Os grupos funcionais que compdem o nudcleo basico dos flavonoides podem
sofrer variacdo na frequéncia de vibracdo entre os membros deste grupo. O grupo
carbonila (-CO), por exemplo, apresenta frequéncia em 1619 cm para a fisetina ,

1653 cm para hesperidina e 1649 cm™ para flavona (HENECZKOWSKI et al., 2001).
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5.7 Ensaios bioldgicos da FacOEt

5.7.1 Atividade antioxidante

5.7.1.2 Teste de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

As frutas e o0s vegetais, geralmente, possuem em sua COmMOpPOSICAO Vvarios
compostos com poder antioxidante, dentre eles o acido ascorbico, os carotendides e
os polifendis, estes importantes para a reducdo do risco de doencas degenerativas
(NAVARRO et al., 2010). O potencial antioxidante desses fitoquimicos pode ser
medido por alguns métodos com principios diferentes.

A atividade antioxidante mensurada pelo método DPPH se baseia na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, o DPPHe
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que ao se reduzir, formando o difenil-picril-hidrazina,
perde sua coloracdo puarpura a um comprimento de onda maximo de,
aproximadamente, 516 nm e fica de cor amarelada (ver figura 26) com consequente
desaparecimento da absor¢éo, sendo monitorado o decréscimo da absorvancia que
serviu para determinar a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais. Assim, quanto maior a concentracdo da amostra e menor a absorvancia,
maior o consumo de DPPH* (CHRISTODOULEAS et al, 2015).

A reacédo do radical DPPH® com um antioxidante (AH) ou uma espécie radical
(R.) ocorre de acordo com as equacdes 1 e 2 (MILARDOVIC, 2005):

(1) DPPH + AH — DPPH — H + As
(2) DPPH + R — DPPH - R

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante. A concentracdo eficiente (CEso), ou também
chamada de concentragdo inibitéria (Clso), refere-se a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPH*® em 50%. Quanto maior o
consumo de DPPH?* por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior a sua atividade
antioxidante (SOUSA et al., 2007; CASARIN et al, 2016). Geralmente, esta atividade
tem sido correlacionada a atuacdo de flavonoides (DO et al, 2014; ALBUQUERQUE
et al., 2016).
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A curva cinética (figura 25) de degradacao do radical DPPH* reveladas pelos
valores de absorbancia expressos como meédia £SD, demonstraram que a FACOEt
do jaborandi apresentou capacidade em sequestrar elétrons livres, uma vez que, apos
reacdo de DPPH®* com as diferentes concentracfes, as absorbéancias foram
significativamente menores a apartir da comparacao com o controle negativo (DPPH
+ solvente). O valor obtido de CEso foi de 0,5 mg/mL. O controle com vitamina C
revelou CEso de, aproximadamente, 30 pg/mL semelhante ao encontrado na literatura
(43 pg/mL) (RAVICHANDRAN et al., 2016) utilizando-se igual metodologia.

Figura 21: Gréfico do percentual de inibicado de DPPH*® da FACOEt com ilustracdo da equacao da reta
linear.
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Figura 22: Coloracéo da reacdo no tempo de 30 min na concentracdo de 2,2 e 0,4 mg/mL da FAcOEt,
respectivamente.

Fonte: acervo pessoal (2016).
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Os numeros para CEso podem variar entre membros diferentes da classe dos
flavonoides. CEso inferiores podem ser encontrados na literatura para fragoes acetato
de etila de outras plantas. Wu et al. 2009, por exemplo, encontrou CEso de 0,19 mg/mL
no estudo das folhas de Cajanus cajan (L.) Millsp. No entanto, este mesmo trabalho
revelou valores altos de CEso para os flavonoides isolados desta fragdo: pinostrobina
(> 0,5 mg/mL), vitexina (> 0,5 mg/mL) e orientina (0,4 mg/mL); apesar da vitexina
apresentar um namero maior de hidroxilas ligadas ao anel A e B, que favorecia a
atividade antioxidante (ver figura 27). Os autores atribuiram o poder antioxidante
encontrado na fracdo ao efeito sinérgico destes componentes. Deste modo, apesar
do grande interesse na agao antioxidante de flavonoides, pouco ainda se sabe sobre
0S mecanismos envolvidos nesse processo e, apesar das muitas especulacées que
existem, esscassos sdo o0s trabalhos que descrevam as particularidades das

diferentes subclasses nas rea¢des redox tanto in vitro como in vivo.

Figura 23: Estrutura quimica da pinostrobina (& esquerda) e vitexina (a direita).
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Fonte: autoria propria (2016).

O sistema DPPH avalia somente o potencial redutor dos compostos
antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e ndo detecta substancias pro-
oxidantes (DUARTE-ALMEIDA, 2006). Porém, diferentes autores vém empregando
este mesmo método para avaliacdo da capacidade antioxidante de espécies vegetais,
tendo-se observado resultados semelhantes e significativos (LIMA et al., 2006;
SOUSA et al.,, 2007; ROESLER et al.,, 2007; IHA et al., 2008; NUNES et al.,
2008; AYRES; CHAVES, 2010; FADA et al, 2014; KASHYAP, 2014; TSIMOGIANNIS
et al, 2017).
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Figura 24: Mecanismo de reducao do radical livre DPPH* da quercetina.
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Fonte: Teixeira, 2008.

Fonseca e colaboradores (2015) avaliaram o potencial antioxidante in vitro da
crisina bem como de seus derivados organocalcogénicos. O estudo revelou que a
crisina ndo apresentou efeito protetivo antioxidante significante pelo método DPPH.
Para o teste de captura do radical ABTS, no entanto, foi encontrado CEso de 5 uM
(1,27 mg/mL). O artigo destaca ainda um efeito bastante superior para 0S compostos
semi-sintéticos derivados da crisina contendo teltrios em todos os ensaios in vitro. Os
experimentos de SIM et al. (2007) revelaram baixos efeitos inibitorios para a crisina
no teste de DPPH: 6.4% em 0,254 mg/mL.

Sathiavelu et al. (2009) estudaram a atividade antioxidante in vivo da crisina em
analises bioquimicas e histoldgicas dos tecidos e da circulacdo sanguinea de ratos,
avaliando a peroxidacao lipidica na hepatotoxicidade induzida pelo etanol. Os
resultados mostraram que a administracéo de crisina (20 mg/kg de peso corporal) em
ratos com lesdo hepética diminuiu significativamente os niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico, hidroperéxidos lipidicos e dienos conjugados, bem como
elevou fortemente a atividade da enzima superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase e os niveis de glutationa
reduzida, vitamina C e vitamina E nos tecidos e na circulagdo em comparac¢ao com 0s
dos ratos nao tratados com etanol. As alteracdes histologicas observadas no figado e

nos rins correlacionaram-se com os achados bioquimicos. Por fim, o estudo conclui
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gue a crisina oferece forte protecao contra o estresse oxidativo mediado por radicais
em ratos com lesdo hepatica induzida pelo etanol.

O efeito antioxidante diverso observado nos trabalhos de Fonseca et al. (2015)
e Sathiavelu e colaboradores (2009) apontam para a estabilidade fragilizada da crisina
em sistemas in vitro, uma vez que um efeito antioxidante bastante superior foi
observados nos estudos in vivo, no entanto, novos estudos ainda S&o necessarios

para atestar esta hipotese.
5.7.1.3 Teste de captura do radical ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Em decorréncia da existéncia de tipos distintos de radicais livres e as suas
diferentes maneira de atuac&o nos organismos vivos, dificilmente existira um método
simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
guantitativamente. Assim, a prospeccao por testes mais eficientes e com maior
rapidez tem favorecido o aumento no niumero de métodos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais por conta da grande quantidade de sistemas geradores de
radicais (COTINGUIBA et al, 2015).

Um dos métodos mais utilizados para mensuragdo da atividade antioxidante é
através da captura do radical catibnico 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS*+) que, diferente do radical DPPH obtido diretamente sem nenhuma
preparacao prévia, o ABTS se forma ap6s uma reacéao (figura 29), podendo esta ser
quimica (dioxido de manganés, persulfato de potassio, ABAP); enzimatica
(peroxidase, mioglobulina), ou também eletroquimica (KUSKOSKI et al., 2005;
GOMEZ et al., 2016).

Figura 29: Estabilizacdo do radical ABTS*+ por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potéssio.
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Fonte: Adaptada de Sousa et al., 2007.
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A fracdo acetato de etila revelou TEAC (Atividade Antioxidante Total
Equivalente ao Trolox) de 819 mM de trolox/g de amostra e ECso de 0,81 mg/mL.
Comparando-se os dados de ABTS aqui encontrados com alguns trabalhos,
percebeu-se que a similaridade entre resultados de outros extratos de plantas que
contem altos teores de flavondides. Leite-Legatti et al. (2012) detectaram valores
bastante altos de TEAC (945 mM de Trolox/g de amostra) na casca do fruto da
jaboticaba e relacionaram o efeito ao alto teor de compostos fendlicos, principalmente,

flavonoides.

Figura 30: Reacdo de captura do radical ABTS pela FACOEt nas concentragfes variadas
(mg/mL).
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Figura 25: A: Curva do trolox no tempo de 6 min de reacéo com o radical ABTS**. B: Curva da FAcCOEt
no tempo de 6 min. C: Curva da FACOEt no tempo 30 min de reagéo.
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Figura 32: Gréfico do percentual inibicdo da FACOEt por captura do radical ABTS*®*.
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O método ABTS foi descrito primeiramente por Miller et al. (1993) para medir a
capacidade antioxidante (doador de hidrogénio ou de elétrons) total de fluidos
corpoéreos e solugdes de farmacos, e se baseia na degradacédo do radical azul/verde
ABTSe+, convertendo-o em um produto incolor. O grau de descoloracéo reflete a
quantidade de ABTS++ que foi degradado pelo antioxidante e pode ser determinado
por espectofotometria UV-Vis (FERREIRA et al., 2015).

A relativa simplicidade do teste ABTS permite sua aplicacdo na rotina
laboratorial. O resultado pode ser expresso como valor TEAC (do inglés Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), que se define como a concentracdo do composto de
referéncia que apresenta percentual de inibicdo correspondente a concentracdo de 1
mM deste, no caso o trolox (WANG et al., 2013). Dessa forma, o valor TEAC
caracteriza a capacidade da amostra testada em reagir com o radical ABTS**, bem
como em inibir processos oxidativos. Em muitos compostos fendlicos e em outras
substancias isso ocorre lentamente (CAMPOS, 1997). Contudo, a pequena
seletividade das reacdes de doacédo de hidrogénio apresentada pelo método ABTSe+,
quando em comparacao com o DPPH, corresponde uma limitacdo consideravel. O
radical ABTSe+ reage com qualquer composto aromatico hidroxilado,
independentemente da sua real capacidade antioxidante (ROGINSKY et al., 2005).
No entanto, a técnica de ABTS possui a vantagem em relagdo a DPPH de possibilitar
um resultado mais rapido e ter menor custo (KUSKOSKI et al., 2005; IKEDA, 2013).

O trolox, € um derivado do tocoferol, hidrossoluvel, analogo a vitamina E, e

antioxidante sintético que doa, tal como o tocoferol, atomos de hidrogénio aos radicais
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(CHIRINOS et al., 2008; HALL et al., 2010; PARKER et al., 2014). O valor do TEAC
€ dependente do tempo de reagdo, assim como da concentracdo da amostra
quantificada (EVANS et al, 1996). Esta dependéncia aliada a baixa seletividade do
ABTS.+ na reacdo com atomos doadores de hidrogénio constituem uma limitacao
desse método (MOURA, 2013). Deste modo, divergéncias nos resultados de TEAC
podem ser atribuidas a fatores limitantes, como a diferenca no tempo de incubacgéo
ou na estratégia de obtencdo de ABTS®**. Para tanto, esses parametros devem
também ser considerados durante a analise dos resultados.

O radical ABTS<+ pode ser formado em solugdo aquosa ou organica a partir do
cromogeno ABTS (A max = 342 nm), que € soluvel em agua e quimicamente estavel
(ANTOLOVICH et al., 2002; OPITZ et al., 2014). No entanto, o radical ABTS++ gerado,
menos estavel, apresenta novas caracteristicas espectrais, com maximos de
absorcdo a 414, 645, 734 e 815 nm (PRIOR; CAO, 1999; ZHANG et al., 2014). A
habilidade relativa dos antioxidantes doadores de 4tomos de hidrogénio em evitar a
acumulacdo de radicais ABTS++, pode ser mensurada espectrofotometricamente a
414 ou 734 nm. A monitorizagcdo do ABTS++ a 414 nm revela limites de deteccéo
baixos, no entanto, as interferéncias de compostos das amostras sao minimizadas
efetuando leituras de absorvancia a 734 nm (ANTOLOVICH et al., 2001; LABRINEA
et al., 2004; ZHANG et al., 2014).

Alguns trabalhos que estudaram o potencial antioxidante de extratos de
prépolis, rico em flavonoides tal qual a crisina, confirmaram a forte correlacdo entre os
valores de TEAC e os de flavonoides em amostras de diferentes localidades. Bonvehi
e Gutiérrez (2011) observaram valores de 560 a 1430 mM Trolox/g de extrato etandlico
de propolis encontrada na Espanha. Isla et al. (2009), trabalhando com prépolis da
Argentina obtida em épocas diferentes do ano, obtiveram valores de 867,85 a 809,58
mM de Trolox/g de extrato nos meses de outubro a dezembro e de 570 a 600 mM de
Trolox/g de amostra nos meses de abril a julho. Miguel et al (2010) associaram a
atividade antioxidante de propolis portuguesas com a quantidade de
fendlicos/flavonoides.

Da Silva (2011) o extrato alcoolico de propolis, observou ativiade antioxidante
superior para o ensaio do radical ABTS** que no DPPH, utilizando-se o trolox como
padrdo em ambos e o perssulfato de potassio na reacdo geradora de ABTS**. No
entanto, relacdo inversa foi observada quando os dados foram expessos em

percetegem de Inibicdo. Assim, o0 autor conclui que seria mais indicada a utilizacao do
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ensaio do radical ABTS** quando a atividade antioxidante é representada em TEAC.
Relac&o semelhante entre os resultados expressos para os ensaios de DPPH e ABTS
foi observada com a FACOEt do jaborandi, corroborando com a estimativa de que os
valores de TEAC sdo os mais indicados para analise por ABTS.

O valor TEAC, no entanto, pode ndo se correlacionar exatamente com a
capacidade antioxidante. No estudo de Arts e colaboradores (2004), avaliou a
atividade da crisina frente ao radical ABTS** com leitura realizada por CLAE. Os
autores observaram que este flavonoide, possui um valor de TEAC bastante alto e
maior que o trolox, ao passo que sua capacidade antioxidante é dita como moderada.
A razao deve-se ao fato de que na reagdo com crisina forma-se um radical que reage
rapidamente com uma segunda molécula de ABTSe+, contribuindo assim para o valor
de TEAC. Ou seja, os produtos resultantes da reacdo do ABTS++ também podem
reagir com o radical, acarretando no aumento do valor de TEAC. Deste modo, pode
acontecer que estes produtos tenham melhor capacidade antioxidante do que o
composto de partida. Conforme o demonstrado nesse estudo, o TEAC da crisina €,
na verdade, a soma de varios compostos, incluindo crisina, radical de crisina e 0
produto detectado por CLAE. Apesar desta limitac&o, no que diz respeito aos ensaios
de avaliacdo da atividade antioxidante, o método TEAC é uma ferramenta util na
detecgéo de antioxidantes desconhecidos em misturas complexas (ARTS et al., 2004).

Espera-se que o produto formado a partir da crisina seja mais hidrofilico do que
o0 composto original. Além disso, a taxa de reacao do produto da crisina com ABTSe+,
excede a da crisina com 0 mesmo radical enormemente. No trolox, ha um anel com
abertura para gerar a quinona na reagcdo com ABTS. Uma abertura de anel
comparavel na crisina resultaria numa chalcona (figura 33), que possui potente acao
antioxidante. (REZK et al., 2002). Com base nestas informacdes, o estudo de Arts et
al. (2004) especula que o produto formado na reacgédo da crisina com o radical ABTS**
possa ser semelhante a chalcona.
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Figura 26: Estrutura quimica de uma chalcona.

O

Fonte: acervo pessoal.

Desta forma, alguns trabalhos apontam que determinados flavonoides, tal qual
a guercetina e a crisina, podem ter atividade antioxidante substancial quando
parcialmente oxidados. (KONDO et al., 1999; DANGLES et al., 2000; GARDI et al,
2015).

Ainda sobre o trabalho de Arts e colaboradores (2004), comparando-se a ac¢ao
antioxidante do trolox a crisina, o primeiro mostra uma reducdo na absorbancia e,
consequentemente, na quantidade de ABTS** em uma reagédo que se completa em
segundos. A crisina, por outro lado, apresentou um maior grau de descoloragao que
o trolox, porém com reacdo mais lenta. Desta forma, os autores concluiram que valor
de TEAC para a crisina dever ser calculado a partir do tempo de 6 minutos para leitura
da absorbancia.

Sobre o tempo de medida de reacéo, inUmeros trabalhos apresentam grande
divergéncia quanto o periodo mais adequado para analise. Alguns autores sugerem a
medida aos 2 minutos, pois nesse tempo o trolox ja reagiu completamente com o
radical. Justificam eles que quanto mais rapido um antioxidante reagir com um radical,
melhor sera sua atividade antioxidante em organismos animais, haja vista que os
radicais livres, no organismo, possuem uma meia vida muito curta (6 - 10 segundos).
Muitos trabalhos utilizam, entretanto, tempos mais longos de reacéo (4, 6, 10, 30 e 60
minutos), pois o0s antioxidantes alimentares normalmente n&o reagem tao
prontamente com o radical, assim sua medida a um tempo muito curto subestimaria o
seu Valor TEAC (LIMA, 2008).

A FACOEt do jaborandi foi avaliada nos seguintes tempos de reagcdo com o
radical: 6 e 30 minutos. O valor de TEAC foi calculado no tempo de 6 min a partir da

equacao da reta obtida no ensaio com o trolox (tempo 6 min) da figura 31-A. O grafico
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do tempo de 30 min revelou que a FACOEt continou reagindo com o radical ABTS«+
ao longo do tempo de reacéao (figura 31-C), apresentando valores absolutos de TEAC
maiores com tempos mais longos. Observou-se que a reacdo, de uma forma geral,
tende a estabilizar-se aos 30 minutos; assim como foi percebido em outros trabalhos
(ARUMUGAM, 2006; LIMA, 2008).

A explicacdo para o uso de tempos mais longos é que certos antioxidantes
seguem uma reacao bifasica frente ao radical ABTS, com uma fase inicial rapida e,
posteriormente, uma fase lenta (VAN DENBERG et al., 1999). Existem duas possiveis
explicacbes: a formacao de produtos da reacdo em um primeiro momento, que depois
reagem lentamente com o ABTSe<+; e a existéncia de um reordenamento molecular
dos antioxidantes.

Os compostos antioxidantes podem agir de maneira diferente nos diversos
métodos (MOURA, 2010; SANTOS et al, 2014), ndo sendo, portanto, pertinente a
comparacdo quantitativa do efeito antioxidante entre técnicas distintas. Deve-se,
contudo, confrontar as resultados das diferentes técnicas para se chegar as
conclusdes, principalmente sobre o comportamento da amostra frente as condi¢des e

reacOes estabelecidas no método.

5.7.1.4 Atividade antioxidante observada no perfil eletroquimico da FACOEt

As técnicas de voltametria, em especial a voltametria ciclica s&o uma poderosa
ferramenta para auxiliar na determinacdo da atividade antioxidante de uma grande
variedade de moléculas e/ou extratos. De acordo com a literatura, os compostos
considerados melhores antioxidantes séo, geralmente, os que apresentam oxidagao
em potenciais menores e com maior intensidade de corrente, isto €, que se oxidam
com maior facilidade (ARRIBAS; MARTINEZ-FERNANDEZ; CHICHARRO,2012).

Neste sentido, os métodos eletroanaliticos tém sido bastante empregados na
determinacao do potencial redutor de compostos fenélicos, abrangendo o estudo de
mecanismos de protecdo antioxidante de flavonoides (ANGELO; JORGE, 2007).
Parametros como a corrente de pico anddica (ipa) e potencial de pico anddico (Epa)
sdo comumente utilizados para demonstrar a capacidade de transferéncia de elétrons
nos flavonoides, possibilitando prever ou atestar a atuacdo deles como agentes
antioxidantes em meio bioldgico (MASEK; ZABORSKI; CHRZESCIJANSKA, 2011).
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Dessa forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de investigar os
potenciais redox da fracdo FAcCOEt.

Na Figura 34 é mostrado um voltamograma ciclico obtido para a FACOEt em
tampé&o PBS 0,1 mol L, pH 6,4. Para fins comparativos também esta evidenciado um
voltamograma ciclico do eletrodo somente com o eletrolito suporte puro. Como era
esperado, para o eletrdlito puro, ndo foi observado nenhum processo redox dentro das
condicbes experimentais empregadas. Por outro lado, no voltamograma registrado
para a FACOEt foi observado um conjunto de processos redox. Durante a varredura
anddica, observou-se 3 processos de oxidagdo ( I, Il e Ill) , os quais aparecem,
respectivamente em 0,32 V, 0,54 V e 0,73 V vs Ag/AgCl. Ja na varredura catddica,
observou-se 3 processos de reducdo (processos IV, V e VI), nos respectivos
potenciais: 0,60 V, -0,03 V e -0.24 V vs Ag/AgCI. A reversibilidade de cada um desses
processos ainda esta sendo investigada. De uma forma geral, os varios processos de
oxidacdo observados numa gama entre 0.3 V e 0.7 V indicam que a fracdo FACOEt
tem uma potencial atividade antioxidante. Entretanto, por voltametria ainda néo foi
possivel quantificarmos tal atividade, porém, esses estudos estdo em andamento em

NOSSO grupo.

Figura 27: Voltamogramas ciclicos mostrando o comportamento eletroquimico daFACETO em tampao
PBS 0,1 M, pH 6,4. Medidas realizadas em temperatura ambiente (25°C) e v=0.05V s
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Como exemplo de estudos que empregam a voltametria ciclica para avaliacao
de atividade antioxidante, pode-se destacar o trabalho de Bianchini (2014), o qual
estudou a atividade antioxidante de extratos de plantas ricas em flavonoides. O autor
observou que aqueles extratos que apresentaram processos de oxidacdo em baixos
potenciais também possuiam uma maior concentracdo de compostos fendlicos. O
extrato etandlico de Eugenia anomala (D. Legrand), por exemplo, apresentou grande
guantidade destes compostos e exibiu picos de oxidacédo no potencial de 0,4 V.

Hilgemann e colaboradores (2013) utilizaram a voltametria ciclica para a
verificagdo da atividade antioxidante de infusGes (chas) de folhas de vegetais
empregando eletrodos de carbono. Os autores verificaram que esta técnica pode
prover informacdes sobre os constituintes do substrato estudado assim como dados
pertinentes sobre a capacidade antioxidante. Demonstraram ainda que a aplicacao de
eletrofotoquimica para a mensuracdo desta atividade possui suas vantagens e
desvantagens, bem como outras técnicas de deteccdo disponiveis. Entre as
vantagens destacam-se: a rapidez do teste, a necessidade de uma pequena
guantidade de amostra e a observacdo da acdo antioxidante, mesmo em amostras
turvas como extratos vegetais.

Carvalho et al (2013) destacaram que os métodos voltamétricos que se
fundamentam em reacgéo direta de antioxidantes sdo de grande valor e vantajosos,
pois possibilitam o estudo apenas da amostra, sem que ocorra rea¢cdes secundarias
ou paralelas, como as que existem em estudos in vivo ou em outros métodos que sdo
mais passiveis de erros analiticos, como 0s que empregam radicais para atestar o
poder antioxidante.

Muitos autores ja estudaram o mecanismo eletroquimico dos flavondides
(JORGENSEN et al., 1998; HOTTA et al.,, 2001; BRETT; GHICA, 2003; TIMBOLA
et al., 2006; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010). Tais trabalhos expuseram
principalmente o processo oxidativo sofrido pelos grupos OH, que resultam na
formacdo da o-quinona correlativa. Outros pesquisadores também propdem a
geracao deste mesmo produto, sendo este um composto bastante instavel e capaz de
sofrer reagOes quimicas homogéneas, como rearranjos intramoleculares, formando
compostos poliméricos gerados a partir de dimeros (Figura 35) ou oligdbmeros
semelhantes as quinonas (JORGENSEN et al., 1998; YANG et al., 2001; BRETT,;
GHICA, 2003; ARSLAN; YAZICI,ERBIL, 2005). Estes rearranjos devem ser
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considerados principalmente em se tratando de amostras nao puras, que contenham

varias moléculas ou principios ativos, como € o caso da FACOEt.

Figura 28: Representacdo de uma dimerizagéo entre compostos fendlicos.

Fonte: Adaptado de Sa et al, 2012.

E valido ressaltar que os fatores mais relevantes que influenciam na via
oxidativa e, assim, na quantidade de cada um dos produtos a serem gerados sao:
eletrdlito suporte, o pH, os aditivos, a densidade de corrente, o potencial aplicado ao
eletrodo e a concentracdo de espécies em solucdo. Geralmente, em amostras ricas
em compostos fendlicos, a via de polimerizacdo dos fendis na superficie do eletrodo
€, prevalente, enquanto que a formacdo de quinonas é favorecida quando as
concentracdes destes sdo menores (ARSLAN; YAZICI; ERBIL, 2005; FERREIRA et
al., 2006).

Os flavondides exibem diferentes potenciais de oxidacdo dependendo da
subclasse a que pertencem e dos grupos substituintes que possuem (ISAQUE,
2010). O grupamento catecol (Figura 36) no anel B desses compostos, tal qual da
quercertina, €, muitas vezes, visto em compostos com alta capacidade antioxidante ja
que a oxidagao do grupamento 3’'4’-di-hidroxil acontece em potenciais inferiores a 0,5
V, o qual é considerado um potencial baixo. Esta reacdo envolve a transferéncia de

dois elétrons e dois prétons, e é reversivel (DE SA, 2013).
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Figura 29: Estrutura quimica do grupo catecol (a esquerda) e resorcinol (a direita).
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Fonte: Adaptado de Santos, 2012.

A desprotonacéo é facilitada em pH basico, dessa forma o pH exerce forte
influéncia sobre a oxidacéo de flavonoides. A reacao ocorre, predominantemente, em
potenciais maiores que 0,8 V em meios acidos e tal caracteristica € relevante para a
estabilidade dos flavonoides no estdmago, que possui pH em torno de 1,5 e 2,0,
possibilitando maior biodisponibilidade desses compostos apds ingestao
(JOVANOVIC, et al., 1998). Nesse contexto, € provavel que o potencial de oxidacao
dos compostos da fracdo tenham sofrido algum aumento mediante o pH levemente
acido do tampéao PBS utilizado no experimento.

A reversibilidade das reacdes redox dos flavonoides pode ser explicada pelo
fendmeno de ressonancia nas formas quinénicas com substituintes nas posices para
e orto, pois esta estrutura € capaz de estabilizar os compostos formados (NASR,
2005). Os compostos derivados de resorcinol como a crisina, entretanto, muitas vezes
passam por processos oxidativos irreversiveis, uma vez que ndo ha ressonancia em
compostos meta substituidos, dessa forma, ndo ocorre a estabilizacdo do radical,
acarretando em um potencial mais elevado para, em média 1,0 V. Em discrepancia
ao resorcinol, os produtos formados pela oxidagcdo podem sofrer processos de
transferéncia de elétrons reversiveis em potenciais menores (JANEIRO; OLIVEIRA-
BRETT, 2005).

5.7.2 Teste de Inducdo da neuropatia pela compresséo do nervo ciatico

A dor neuropatica (DNP) resulta no aparecimento de alteracdes sensoriais, como
a hiperalgesia e alodinia (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009; VARCELINO et al., 2015).
Estes sintomas podem também ser observados em animais submetidos a modelos
experimentais, como a CCI (do inglés Chronic Constriction Injury). A observacao dessas
respostas permite inferir sobre a existéncia de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988;
WILKERSON et al, 2015). A CCI, proposta por Bennet e Xie (1988), utilizada neste
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estudo, consiste em aplicar quatro amarraduras no tronco comum do nervo isquiético
do animal, unilateralmente (figura 37 e 38), com fio bioabsorvivel. Este modelo permite

detectar tanto a dor espontanea como a evocada.

Figura 30: Esquema representativo do experimento de CCI.
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Legenda: Esquema de um segmento da medula espinal ilustrando a formacao do nervo isquiatico pela
unido das raizes dorsais e ventrais da medula espinal. Nas raizes dorsais estdo mostrados os ganglios
das raizes dorsais (L4, L5, L6) do nervo isquiatico, o qual € composto por dois nervos, o tibial, que
posteriormente se divide também no nervo sural, e o fibular. No tronco comum do nervo isquiatico estdo
mostradas as quatro amarraduras (adaptada de Klusakova e Dubovy, 2009; Hughes et al., 2013).
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Figura 31: Modelo de esmagamento do nervo ciatico.

Legenda: (A) Incisdo; (B) Nervo isquiatico exposto; (C) Constricgdo do nervo isquiatico; (D) Nervo
apos constric¢do. Fonte: Filho, 2013.

Alteracbes em distintas regides do neuroeixo sao resultantes da compressao
ao nervo e podem ser observadas ja a partir dos primeiros dias ap6s a leséo.
Localmente, observa-se isquemia, liberacdo de substancias pro-inflamatorias, edema
intraneural (MARCHAND; PERRETI; MCMAHON, 2005; LU et al, 2014) e
degeneracao de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas (GABAY; TAL, 2004). Estes
eventos periféricos conduzem a modificacdes na excitabilidade e conectividade em
regibes espinais e supraespinais (SAADE; JABBUR, 2008; BLOM et al.; 2014), cuja
mediacdo parece envolver a liberagdo/formacdo de citocinas, neurotrofinas
(MARCHAND; PERRETI; MCMAHON, 2005; AL-AMIN et al., 2011) e EROs (PATHAK
et al., 2014). As alteragcbes comportamentais que se seguem, como hiperalgesia
mecanica e térmica, podem ser observadas a partir dos primeiros dias apés a lesao
(GOECKS et al., 2012; HORST et al. 2014) e persistem por varias semanas (JAGGI;
JAIN; SINGH, 2011).

A CCl induziu o desenvolvimento de hiperalgesia térmica e mecanica nas ratas
tratadas com salina. A administragdo da FACOEt nas doses de 50 e 100 mg/kg
preveniu, significativamente (p<0.05), esses eventos, como € possivel observar na

figura 41. Pode-se perceber na figura 39 que o processo de neuropatia ja foi instituido
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a partir do 4 dia de experimento e perdura no sétimo dia, onde apenas no controle
sham, os animais ndo manifestaram esse comportamento. Apds o sétimo dia, foi
realizado o tratamento nos grupos e avaliado os tempos: 0, 6, 120 e 180 minutos. Os
controles testados: grupo morfina, sham e veiculo, se mantiveram satisfatorios quanto
a seus resultados (figura 39). Apenas a dose maior de 100 mg/kg da FACOEt mostrou-
se estatisticamente significante (p<0,05) na inibicdo das alteracdes comportamentais

da neuropatia (figura 40).

Figura 39: Periodo de instalacédo da neuropatia.
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Figura 40: Teste de Inducao da neuropatia pela compressao do nervo ciatico. llustragcao de grupos-
controle.
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Barbosa (2014) avaliou o extrato hidroetanoolico de propolis na dose de 1 e 10
mg/kg em ratos. A administracdo do extrato na dose de 10 mg/Kg apresentou
resultados significativos sobre a recuperacdo do nervo ciatico apos constriccdo do
mesmo. Os resultados foram percebidos tanto em testes histolégicos como
comportamentais, tais como a escala de Basso, Beattie e Bresnaham (BASSO,
BEATTIE E BRESNAHAM, 1995), que tem como objetivo avaliar a evolugdo da
recuperacédo funcional motora dos animais; testes sensoriais de posicionamento tatil;
proprioceptivo e sensibilidade dolorosa. Os resultados mostraram que 0s animais
apresentaram maior nimero de fibras mielinizadas e maior indice funcional ciatico do
que o grupo controle ibuprofeno. Desta forma, os autores concluiram que o extrato de
prépolis promove um efeito neuroprotetor induzindo a recuperacdo do nervo ciatico
estatisticamente significante (p<0,05) em comparacao com o farmaco anti-inflamatorio
convencional (ibuprofeno).

Muitos moduladores neuroquimicos estdo envolvidos no surgimento e na
manutencdo da DNP. Em virtude da les&o nervosa, diversos mediadores inflamatorios
sdo produzidos no local da lesdo e atuam tanto nesse local como no SNC. Estes
mediadores contribuem com o0s sinais caracteristicos desse tipo de dor
(ZIMMERMANN, 2001; MOSLEY et al., 2006, BASBAUM et al., 2009; TIWARI et al.,
2014). Dentre os mediadores quimicos, sera destacada a producdo de EROs
(KHODR; KHALIL, 2001; MOSLEY et al., 2006; GARDINER et al., 2009; MARTINS,
2016).

Com relacdo as EROs, estudos demonstraram que o estresse oxidativo é um
importante determinante das conseqiiéncias neuropatolégicas e comportamentais
decorrentes da constricdo de nervo periférico WAGNER et al., 1998; KOMIRISHETTY
et al., 2016). Ratos com constricdo crénica no nervo isquiatico tiveram aumento na
concentracdo do metabdlito malondialdeido nesse nervo, havendo ainda reducéo da
glutationa reduzida e acréscimo na atividade da superoxido dismutase. A catalase ndo
alterou sua atividade local nestes animais (NAIK et al., 2006; DOS SANTOS, 2013).
Ainda, houve acréscimo no TBARS (substancia reativa ao acido tiobarbiturico) e na
concentracéo total de calcio também nesse nervo (MUTHURAMAN et al., 2008). Estes
resultados mostram a importante participacéo das EROs no local da les&o, que podem
derivar de varias fontes, especialmente, a partir de neutréfilos ativados (KHODR,;
KHALIL, 2001; HORST, 2011). Porém, estd demonstrado que as altera¢cdes nas

atividades das enzimas superioxido dismutase e catalase, e aumento na
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lipoperoxidacéo, também ocorrem em regides do SNC apds constricdo no nervo
isquidtico (GOECKS, 2011).

Rokyta e colaboradores (2003) utilizaram um modelo de estimulacéo dolorosa
pela compressao das patas dos animais, diariamente por 10 minutos. Nesse estudo,
foi demonstrado um aumento da lipoperoxidagcdo no cértex sensdério-motor 5 dias
apos o inicio da estimulagdo nociva. Assim, a ativacdo das vias nociceptivas causa
estresse oxidativo em diferentes regiées do SNC envolvidas com a transmissédo e o
processamento da informacéo dolorosa.

Assim, o emprego deste modelo de dor neuropética € util para a observacao e
o conhecimento de fenémenos e moléculas envolvidos na DNP, especialmente aquela
resultante da compressao nervosa.

O envolvimento de EROs na inducédo e manutencédo da DNP tem sido sugerido
desde pouco mais que duas décadas. Ja foi relatado na literatura que o tratamento
sistémico ou intratecal com antioxidantes é capaz de reduzir o estresse oxidativo em
diversos modelos experimentais (JENSEN; FINNERUP, 2007; CRUCCU, 2009;
PINTOS, 2015). Estes efeitos sdo mediados por acdes ao nivel da medula espinhal
(KIM, 2004; PARK, 2006; PINTOS, 2015), estando também descritas no ganglio da
raiz dorsal (MAO, 2009; KOMIRISHETTY et al., 2016). N&o se podem, contudo, excluir
possiveis acbes supraespinhais. No entanto, apesar da multiplicidade de estudos
realizados, o papel das EROs na fisiopatologia da DNP e as suas reais possibilidades
terapéuticas estdo ainda longe de ser esclarecidas (MORAIS; PINHO; TEIXEIRA,
2010). Portanto, o potencial neutralizante de EROs da FACOEt decorrente de sua agao
antioxidante pode ter influenciado na resposta observada que se opde a DNP
periférica induzida por compresséo do nervo isquiatico.

N&o existem estudos na literatura que relacionem a acao da crisina frente a
DNP induzida por lesdes em nervos periféricos. Porém, alguns trabalhos ja foram
publicados revelando a acdo moduladora da crisina sobre 0s processos de nocicepgao
em condi¢des de estresse. Farkhondeh e colaboradores (2015) investigaram o efeito
deste flavonoide sobre os comportamentos nociceptivos induzidos pela formalina e os
niveis séricos de corticosterona e noradrenalina em ratos. Este modelo de dor esta
associado a lesdo tecidual, no qual se quantifica a resposta comportamental
provocada pela injecdo subcutanea de formalina diluida na pata traseira do animal, e
€ eficazmente utilizado para determinar a atividade antinociceptiva de agonistas

opibides, agonistas parciais de opioides e anti-inflamatérios néo esteroidais.
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A vantagem deste teste sobre outros métodos de nocicepcéo € a possibilidade
de avaliar dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo
e, assim, permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de acéo. As
respostas comportamentais a formalina possuem um padréo bifasico que apresenta
uma fase inicial aguda (primeira fase), e um periodo mais prolongado (segunda fase)
de atividade comportamental aumentada, que pode durar até cerca de uma hora.

Ainda no estudo de Farkhondeh e colaboradores (2015), a crisina revelou sua
acao analgésica. Esta flavona inibiu, significativamente (p <0,05), a primeira fase da
dor na dose de 50 e 100 mg/kg. A segunda fase da dor revelou a notavel atividade
para a morfina (10 mg/kg), uma droga analsésica de acdo central, e a crisina (150
mg/kg). O estudo revelou ainda a diminuicdo dos niveis séricos de corticosterona e
noradrenalina pela crisina. Sajedianfard et al. (2005) propuseram que o nivel de
noradrenalina no certleo (locus cceruleus) aumenta em grande parte pela
administracé@o de formalina, resultando em seu aumento na corrente sanguinea.

Kandhare et al. (2014) concluiram que a crisina, em seu potencial antioxidante
e propriedade antiapoptética, causou a recuperacdo subsequente de ambas as
funcdes motora e sensorial via modulacao de biomarcadores enddgenos e apoptose
neuronal por inibir a incidéncia de déficits neurolégicos devido lesdo medular espinhal.
Neste estudo, foi avaliada a capacidade neuroprotetora da crisina em ratos pela
inducao de aneurisma extradural por compressao, sendo avaliados varios parametros
comportamentais, bioquimicos, e moleculares. Foi percebido que o tratamento crénico
com crisina (20 e 40 mg/kg) atenuou, significativamente (p<0,05) e dependente da
dose, a diminuicdo do peso corporal. Melhorou, consideravelmente, o limiar
nociceptivo, a velocidade de conducdo nervosa motora e sensorial. A alteracdo da
atividade da superoéxido dismutase, glutationa reduzida e fosfato inorgéanico ligado a
membrana foram, consideravelmente, restauradas pelo tratamento com crisina. A
lesdo na medula espinhal resultou em aumento significativo na peroxidase lipidica, no
oxido nitrico, no fator de necrose tumoral alfa, na interleucina-1p e no bax, enquanto
gue a expressao de bcl-2 e caspase-3 (genes reguladores dos processos apoptoticos)
foi consideralvemente, reduzida. As aberracdes histoldgicas induzidas apos lesao na
medula espinal, testiculo, rim e bexiga urinaria também foram restauradas a partir do
tratamento com crisina (20 e 40 mg/kg), indicando o carater neuroprotetor deste

flavonoide.
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A crisina é referida na literatura como eficaz no tratamento de diversas doencas
neurolégicas incluindo doencas cronicas como a hipoperfusdo, bem como a
neuroinflamacdo mediada pela microglia (HE et al., 2012). Segundo Ha e
colaboradores (2010), esta propriedade de neuroproteccdo pode ser atribuida as
multiplas facetas da crisina. Primeiramente, € uma 2,4- dihidroxalcalona com um
nacleo de biflavonoides. Tem o potencial lipofilico para atuar em varios doencas
neuronais. Em segundo lugar, por seus anéis caracteristicos dos flavonoides que
apresentam um potencial antioxidante e exerce papel neuroprotetor com proficiéncia
clinica. Apresenta um potencial comprovado de neutralizar os radicais, exercendo
assim um efeito citoptotetor através de sua atividade antioxidante.

Os flavonoides em geral apresentam atividade anti-inflamatéria que é
invariavelmente associada a acdes inibitérias de citocinas (KANDHARE et al., 2012).
Tém sido bastante mencionado a preservacao da integridade neuronal por este grupo
através da inibicdo da morte por apoptose celular e protecdo neuroldgica. Tal papel
protetor em disturbios do sistema nervoso central ja foi comprovado por varios autores
e apontam o potencial de restauracdo na homeostase neuronal. (MAHER; AKAISHI;

ABE, 2006; HA et al., 2010; HE et al., 2012; KANDHARE et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

Os ensaios de caracterizacdo farmacognostica da FACOEt das folhas do
jaborandi (P. microphyllus) revelaram a presenca caracteristica de flavonoides e
apontaram a flavona crisina como provavel composto majoritario da mesma. Porém,
outros métodos analiticos, como RMN e cristalografia de raio X, devem ser realizados
para se confirmar esta hipotese.

Esta mesma fracdo manifestou acdo antioxidante moderada nos métodos
baseados em captura de radicais, apontando uma melhor atividade no método ABTS
(TEAC de 819 pmol de trolox/g de fracédo) que no ensaio DPPH (CEso de 0,5 mg/mL).
Este resultado pode ser explicado pelo efeito dos produtos da oxidacdo da crisina
frente ao radical ABTS**, provavelmente semelhante a uma chalcona, que possui
potente acdo antioxidante e superior a da crisina. A FACOEt revelou ainda processos
redox em baixos potencias no teste de voltametria ciclica, indicando atividade
atioxidante, uma vez que se oxida mais facilmente.

O teste in vivo de inducdo de neuropatia pela compressdo do nervo ciatico
realizado em ratas Wistar a partir da determinagdo do Limiar nociceptivo mecanico
realizadoem Von Frey apés o 7° dia de neuropatia, revelou atividade significativa (p
<0,05) da FACOEt na dose de 100 mg/kg em comparagdo com 0 grupo controle do
farmaco de referéncia morfina. Este efeito se deve, provavelmente, pela sua agédo
protetora contra as EROs, intimamente relacionadas com a fisiopatologia da dor
neuropatica periférica.

Desta forma, o0s ensaios biolégicos realizados neste trabalho revelaram a
capacidade de acao antioxidante da FACOEt das folhas do jaborandi registrada tanto
in vitro como in vivo, no entanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados
para determinacao inequivoca do(s) principio(s) ativo(s) contido(s) na FAcCOEt e seu

comportamento in vivo, ainda pouco explorado na literatura para os antioxidantes.
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