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Nada teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa.
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Assim, em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive”
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Resumo

O uso de plantas na prevengdo e no tratamento de doengas € uma préatica corrente e crescente,
resultando na aplicacdo deste recurso pelas industrias alimenticia e farmacéutica. Entre os
beneficios decorrentes do emprego de material vegetal para estes fins estd a obtencdo de
substancias antioxidantes provenientes do seu metabolismo secunddrio, relacionadas a
prevencdo de doengas cronicas como a arteriosclerose, o cancer e algumas doencgas
degenerativas. Inicialmente, guiando-se pela atividade antidepressiva apresentada por
Hypericum perforatum, espécie nativa da América do Norte, Europa e Asia, espécies nativas
do sul do Brasil tem sido estudadas quanto a sua composicdo quimica e atividades bioldgicas,
destacando-se os resultados obtidos com H. polyanthemum. Esta planta produz, além de
compostos fendlicos intimamente relacionados a atividade antioxidante, benzopiranos € um
derivado do floroglucinol, uliginosina B, os quais apresentam atividades farmacoldgicas
comprovadas. Os beneficios trazidos por esta espécie levaram ao desenvolvimento e
otimizacdo de protocolos de cultivo. Considerando a importancia dos mecanismos
antioxidantes na prevencdo de doencas, a projecdo das plantas medicinais como recurso
terapéutico e, em especial, os promissores resultados até o momento obtidos com H.
polyanthemum, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a composicdo fitoquimica e o
perfil antioxidante de diferentes extratos desta planta a partir de material vegetal proveniente
de protocolo de cultivo. A quantificagcdo de metabdlitos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia mostrou que os benzopiranos e uliginosina B concentram-se nas fragdes apolares,
enquanto compostos fendélicos como os flavondides hiperosideo, quercitrina, isoquercitrina e
guaijaverina concentraram-se nas fracoes acetato de etila e metandlica. Quanto a avaliagdo em
diferentes sistemas antioxidantes, os flavondides parecem ser os responsdveis pela
pronunciada capacidade scavenger de radicais peroxil apresentada pelas fragdes acetato de
etila e metanol na andlise do potencial antioxidante total e na prote¢do a peroxidacdo lipidica,
avaliada pelo doseamento de espécies reativas ao dcido tiobarbitdrico. A lipofilia inerente as
fracOes n-hexano provavelmente contribuiu para o bom desempenho destas amostras na
protecdo ao dano lipidico neste mesmo experimento. Os dados levantados com este trabalho
revelam o potencial uso de H. polyanthemum como fonte de compostos antioxidantes e
reforcam a aplicabilidade e utilidade do emprego de matéria-prima de qualidade proveniente
de cultivo controlado. Estes resultados, no entanto, s3o preliminares e devem ser

aprofundados.



1. INTRODUCAO

O emprego de plantas como ferramenta para preserva¢do, manutencdo e reparo da
saude € pratica estabelecida entre os homens e sua aplicacdo estende-se desde o seu consumo
na forma in natura, como o caso das frutas, até na forma de produtos isolados, quando
metabolitos vegetais sdo purificados a partir de uma matriz vegetal. Este ultimo caso € de
especial interesse para a industria farmacéutica que tem encontrado, na utilizacido de produtos
naturais como matéria-prima, interessante apelo terapéutico e comercial (Canter et al., 2005;
Passalacqua et al., 2007). Com este crescente uso de plantas na medicina para o tratamento e
alivio de sintomas (Canter et al., 2005), cresce também a necessidade de pesquisa por
compostos naturais bioativos candidatos a farmacos, bem como estudos farmacolégicos

detalhados a respeito da a¢do das plantas e seus produtos no organismo.
O uso de plantas na terapéutica

Entre as principais plantas tradicionalmente empregadas com fins terapéuticos
encontram-se as espécies do género Hypericum, ha séculos utilizadas com diferentes
finalidades como o tratamento de pequenas queimaduras externas, inflamagdes de pele e
nevralgias (Greeson et al., 2001). Embora com diferentes aplicabilidades, é a acado
antidepressiva de preparacdes a base de H. perforatum, espécie nativa da Europa, Asia e
Africa, a responsdvel pela importincia terapéutica do género (Kasper, 2001; Bilia et al.,
2002). A atividade antidepressiva de H. perforatum foi inicialmente atribuida as
naftodiantronas hipericina e pseudo-hipericina, supostamente envolvidas com 0s mecanismos
do sistema dopaminérgico (Butterweck et al., 1998). Com a continuidade dos estudos,
acumularam-se evidéncias de que a ac¢do terapéutica dependeria de mais de um constituinte,
entre os quais os derivados de floroglucinol hiperforina e ad-hiperforina (Chatterjee et al.,
1998; Kaehler et al., 1999), xantonas (Wagner e Bladt, 1994) e flavondides (Butterweck et
al., 2000). Outras espécies do género também tém sido avaliadas quanto ao potencial
antidepressivo, demonstrando atividade no modelo animal de depressdo, teste do nado for¢cado
(Sanchez-Mateo et al., 2002; Wang et al., 2010). Na perspectiva de encontrar, em espécies de

ocorréncia natural no Brasil, propriedades semelhantes as de plantas do mesmo género ja



utilizadas na terapéutica, estudos t€m sido direcionados para espécies nativas e interessantes

resultados vem sendo obtidos.

Espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil

No sul do Brasil existem mais de 20 espécies de Hypericum distribuidas entre as
regides sul e sudeste. Algumas das espécies estudadas compreendem H. campestre Cham. &
Schlecht., H. carinatum Griseb., H. caprifoliatum Cham. & Schlecht., H. myrianthum Cham.
& Schlecht., H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt e H. ternum A. St Hill. A avaliacao
fitoquimica destas espécies revelou a producdo de compostos fendlicos como xantonas
(Rocha et al., 1994), benzofenonas (Bernardi et al., 2005), floroglucinéis (Rocha et al., 1995,
1996; Ferraz et al., 2002a; Nor et al., 2004; 2008), flavondides e taninos (Dall’agnol et al.,
2003), assim como auséncia de hipericina e seus derivados (Ferraz et al., 2002b),
consideradas, juntamente com hiperforina, as substancias quimicas marcadoras de Hypericum
perforatum (Bilia et al., 2002; Lawvere & Mahoney, 2005). Os benzopiranos 6-isobutiril-5,7-
dimetoxi-2,2-dimetilbenzopirano (HP1), 7-hidroxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-dimetil-
benzopirano (HP2) e 5-hidroxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) foram

isolados das partes aéreas de H. polyanthemum (Ferraz et al., 2001; 2005a).

Propriedades bioldgicas também sdo descritas em diversos estudos com estes
exemplares nativos (von Poser et al., 2006). Extratos e fracdes destas espécies apresentaram
atividade antidepressiva (Daudt et al., 2000; Viana et al., 2005), antiviral (Schmitt et al.,
2001; Fritz et al., 2007), analgésica (Mendes et al., 2002; Viana et al., 2003), antifingica
(Fenner et al., 2005), antiproliferativa (Ferraz et al., 2005b) e acaricida (Ribeiro et al., 2007).
Para os compostos isolados, destacam-se as atividades demonstradas pelos benzopiranos de
H. polyanthemum: antiproliferativa (Ferraz et al., 2005b), citotoxica frente a células
envolvidas no processo de angiogénese (Nor, 2006) e inibitéria da monoamina oxidase
(IMAO) (Gnerre et al., 2001). Dentre os derivados de floroglucinol isolados, foi descrita
atividade antimicrobiana para uliginosina B, hiperbrasilol B e japonicina A (Dall’ Agnol et al.,
2005, Franca et al., 2009). Além disso, extratos, fracdes e compostos isolados apresentaram

consideravel atividade antioxidante (Bernardi ef al., 2005; 2007a;b; 2008a).



Hypericum polyanthemum

Em vista da caréncia de estudos para cultivo em larga escala de plantas medicinais no
pais, em especial das espécies de Hypericum nativas, protocolos de cultivo in vitro para H.
campestre, H. carinatum, H. myrianthum, H. polyanthemum e H. ternum foram estabelecidos,
garantindo a manutencdo de germoplasma e a continuidade de investigagdes cientificas

(Bernardi, 2007; Pinhatti et al., 2010).

Embora as diversas espécies de Hypericum apresentem rica composicao fitoquimica,
os resultados obtidos com H. polyanthemum mostram sua releviancia como potencial recurso
medicinal. Estudos recentes destacam o efeito antinociceptivo de compostos isolados de H.
polyanthemum, atividade mais relevante do ponto de vista farmacoldgico. Inicialmente, o
extrato n-hexano apresentou tal efeito mediado pelo sistema opidide (Viana et al., 2003) e,
em um segundo momento, estudos mostraram que o floroglucinol uliginosina B ndo atuava
por este mecanismo de acdo (Heckler et al., 2005; Stoltz et al., 2008). Os benzopiranos
também foram analisados e HP1 demonstrou ser o responsdvel pela acdo mediada pelo

sistema opidide (Haas et al., 2010).

A demanda crescente pela utilizacdo de plantas na cura ou prevencdo de doencas,
assim como o emprego das mesmas com vistas a obtencdo de substincias de interesse
farmacéutico, tem resultado em uma intensa exploracao da flora nativa, o que pode levar a
reducdo das populagdes naturais dessas espécies colocando-as em risco de extingdo. O
extrativismo vegetal contribui de forma relevante para o desaparecimento de germoplasma
ainda ndo estudado, o que pode significar a perda de componentes quimicos interessantes que
poderiam tornar-se novos farmacos (Franga, 2003). Desta forma, o desenvolvimento de
métodos que possibilitem a propagacdo de plantas em larga escala e simultineo
melhoramento e conservacdo das mesmas € fundamental. O estabelecimento de protocolos de
cultivo otimizado que viabilizam a producdo de biomassa vegetal das espécies nativas € uma
op¢ao para a obtenc¢do de matéria-prima de interesse para a industria farmacéutica, de forma

sustentdvel, contribuindo para a reducao do extrativismo predatorio.

O destacado potencial terapéutico demonstrado por extratos apolares e substincias
isoladas de H. polyanthemum levou ao desenvolvimento de protocolos de cultivo otimizado
para a espécie. A micropropagac¢do foi realizada a partir de plantas coletadas em Cagapava do

Sul, no estado do Rio Grande do Sul (Bernardi et al., 2007b), e o posterior cultivo a campo



conduzido com sucesso (Bernardi et al., 2008b). Além disso, nestes estudos demonstrou-se
que as plantas cultivadas sao capazes de manter a biossintese dos benzopiranos HP1, HP2 e
HP3, quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), bem como a de
compostos fendlicos. Com o cultivo a campo ja estabelecido, estudos com plantas de H.
polyanthemum provenientes de diferentes tempos de cultivo in vitro mantiveram-se vidveis ao
longo do desenvolvimento em campo aberto, por dois anos consecutivos, obtendo-se
significativamente maior biomassa das plantas completas, assim como maior producio do
benzopirano HP3 pelas flores, a partir de plantas aclimatizadas apds micropropagacao por um
periodo de 12 semanas (Nunes et al., 2009a). Seguindo os estudos de cultivo com a espécie,
verificou-se que a aplicagdo do modelo experimental de fertilizacdo com diferentes
concentracoes de solugdo nutritiva foi capaz de promover o aumento da producao de biomassa

e de metabdlitos secunddrios bioativos em plantas aclimatizadas (Nunes et al., 2009b).

Os relevantes resultados farmacoldgicos obtidos em experimentos com 0s
benzopiranos e uliginosina B, produzidos pela espécie, destacaram o promissor emprego da
planta como um recurso medicinal natural, resultando em um processo de patente

(P10900614-1).

Antioxidantes

De uma forma geral, “antioxidantes” sdo compostos que inibem ou retardam a
oxidacdo de um substrato quando em baixissimas concentracdoes (Halliwell e Gutteridge,
2007). A inativacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) € um dos possiveis mecanismos
de acdo. Outros mecanismos incluem a prevencao da formacao de EROs por ligacdo a metais
ou inibi¢do enzimdtica. Os antioxidantes que quebram reacdes radicalares em cadeia

previnem dano por interferirem na propagagdo dos radicais em cascata (Matkowski, 2008).

Além de estar presente em processos patoldgicos como diabetes, cancer e inflamacao,
a producdo de radicais livres ocorre continuamente em todas as células vivas como
conseqiiéncia de numerosos processos fisiolégicos e bioquimicos (Jensen, 2003). Sob
circunstancias normais, os radicais livres gerados no corpo humano podem ser removidos
pelas defesas antioxidantes naturais do organismo, por exemplo, o conjunto das enzimas
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Halliwell e Gutteridge, 2007). O
estresse oxidativo ocorre por um desbalanco entre a producido de espécies reativas e a

efetividade das defesas antioxidantes. As acOes terapéuticas dos fendis sdo atribuidas,
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principalmente, por sua capacidade antioxidante, scavenger de radicais livres, por atuarem
como reguladores da expressdo génica e por estarem envolvidos nos mecanismos de
sinalizagdo celular (Rice-Evans, 2004). As defesas antioxidantes enddgenas ndo sao
completamente eficientes e, conseqiientemente, antioxidantes dietéticos como polifendis,
carotendides, vitaminas C e E sdo requeridos para diminuir os efeitos cumulativos dos danos

oxidativos no organismo (Lim e Murtijaya, 2007).

Diversos extratos de plantas apresentam notdria atividade antioxidante relacionada a
presenca de substancias provenientes do metabolismo secunddrio da planta, principalmente

compostos fenodlicos (Yesil-Celiktas et al., 2007).

Em estudo anterior, no qual avaliou-se o extrato bruto metandlico das partes aéreas
(folhas, flores e ramos moidos) de H. polyanthemum quanto ao potencial antioxidante no
(TRAP) e capacidade de reacdo com radicais peroxila (ORAC-PGV) e 2,2-difenil-picril-
hidrazil (DPPH), foi verificada certa atividade antioxidante das amostras (Bernardi, 2007),

ressaltando a importancia da continuidade dos estudos com a espécie.

2. OBJETIVOS

Com base em sua rica composi¢ao fendlica e na necessidade da continuidade dos
estudos com H. polyanthemum, este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil antioxidante de

extratos e fracdes das partes aéreas vegetativas e reprodutivas da espécie.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado foi obtido a partir de plantas aclimatizadas de H.

polyanthemum (Bernardi et al., 2008b). Plantulas cultivadas in vitro (Bernardi et al., 2007b)
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por 8 semanas em meio semi-sélido Murashige e Skoog modificado, MA (Maurmann et al.,
2008), foram adaptadas ao meio ex vitro por 30 dias, em sala climatizada (temperatura de 25
+ 1 °C e intensidade luminosa de 70 pmol/mzsl), sendo posteriormente transferidas para
cultivo em campo aberto na Faculdade de Agronomia da UFRGS (aclimatiza¢do). Com 18
semanas de cultivo, quando ja apresentavam flores em diferentes estdgios ontogénicos, as
plantas foram coletadas e suas partes reprodutivas (flores) e vegetativas (folhas) separadas

para liofilizacdo.
3.2 Extracoes

Todos os extratos e fracdes foram obtidos por maceracao dindmica em shaker, ao
abrigo da luz, com renovacao didria das aliquotas dos solventes utilizados até o esgotamento
do material vegetal, verificado quando ndo mais se somou massa a quantidade de extrato
anterior. A partir de folhas e flores obteve-se um extrato bruto e 4 fragdes de cada uma das

partes da planta.

Os extratos brutos foram preparados a partir de 5 g de material vegetal, extraidos com
100 mL de metanol, resultando em um extrato bruto metandlico de flores (Br-met FLOR) e

um de folhas (Br-met FOLHA).

As fracdes foram obtidas a partir de 15 g de planta extraidos com solventes em
polaridade crescente: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Foi utilizada a
aliquota de 250 mL de cada um dos solventes, resultando em uma fracao n-hexano de flores
(Fr-hex FLOR) e uma de folhas (Fr-hex FOLHA), uma fracdo diclorometano de flores (Fr-dic
FLOR) e uma de folhas (Fr-dic FOLHA), uma fragao acetato de etila de flores (Fr-ace FLOR)
e uma de folhas (Fr-ace FOLHA) e uma fracao metandlica de flores (Fr-met FLOR) e uma de

folhas (Fr-met FOLHA).
3.3 Quantificacao de compostos fenélicos totais

O conteido de compostos fendlicos totais foi quantificado pelo método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu (Singlenton e Rossi, 1965) modificado. Aliquotas de 30 puL de soluc¢des na
concentragdo de 10 mg/mL foram oxidadas com 5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N.
Apds 5 minutos, a reacdo foi parada com a adi¢do de solugdo de carbonato de sodio 75 g/L. em

volume suficiente para completar 10 mL como volume final. Apés 45 minutos de reagdo ao
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abrigo da luz, a intensidade da cor azul resultante foi medida em espectrofotdmetro

Biospectro SP-200 em comprimento de onda de 765 nm.

O teor de compostos fendlicos totais foi obtido a partir de uma curva padrdao de
quercetina, e expresso em EQ/100 mg de extrato, ou seja, miligramas de equivalentes de

quercetina (EQ) por 100 mg de extrato.

3.4 Quantificacao de metabdlitos por CLAE

Uliginosina B, um derivado do floroglucinol, os benzopiranos HP1, HP2 e HP3, 4cido
clorogénico e os flavonodides hiperosideo, guaijaverina, isoquercitrina e quercitrina foram
quantificados por CLAE nas fracdes e extratos obtidos de H. polyanthemum. Cada amostra foi
cuidadosamente pesada e ressuspendida em volume adequado de metanol grau CLAE e
filtrada por membrana de acetato celulose (poro de 0,22 um). As andlises cromatograficas
foram realizadas em equipamento com sistema quaterndrio de bombas Waters 600, detector
com comprimento de onda duplo Waters 2487, injetor automdtico Waters 717 e coluna
Waters Nova Pack C;g acoplada a pré-coluna Waters Nova Pack C;g 60A. Foram utilizados

trés diferentes sistemas cromatograficos conforme metodologias previamente validadas.

3.4.1 Quantificacdo de benzopiranos

Para a determinagdo do teor dos benzopiranos HP1, HP2 e HP3 utilizou-se método
previamente validado (Bernardi er al., 2007) com eluicdes isocraticas de uma mistura de
acetonitrila:dgua (60:40; v:v) sob fluxo constante de 1 mL/min e deteccdo em 270 nm. A
concentracdo de cada benzopirano foi expressa por uma curva de calibragdo a partir de
padrdes isolados das partes aéreas da planta e expressa em miligramas de benzopirano por

100 mg de extrato seco (mg/100 mg).

3.4.2 Quantificac¢do de uliginosina B

Uliginosina B foi analisada sob condic¢des isocrdticas com eluente acetonitrila:dgua
(95:5; viv + 0,01% TFA) em condicoes de fluxo constante de 1 mL/min e deteccao UV em
comprimento de onda de 220 nm. O teor do metabdlito foi calculado a partir de uma curva
padrdo, da substancia purificada, com excelente linearidade na faixa de concentragdes de 2 a
800 ng/mL (R? = 0.999) (Nunes et al., 2009b) e referido como miligrama de uliginosina B por
100 mg de extrato seco (mg/100 mg).
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3.4.3 Quantificag¢do de dcido clorogénico e flavondides

Acido clorogénico e os flavonéides hiperosideo, guaijaverina, isoquercitrina e
quercitrina foram quantificados em um sistema de elui¢do isocrdtico utilizando como fase
moével uma mistura de acetonitrila:dgua (14:86; viv + 0,05% TFA) em condi¢des de fluxo
constante de 1 mL/min e deteccio UV em comprimento de onda de 254 nm (Pinhatti ez al.,
2010). O teor de 4cido clorogénico foi obtido através curva padrao da substincia purificada
(Sigma®) com excelente linearidade na faixa de concentragdes entre 3,91 e 2000 pg/mL (R? =
0,9981) e expresso em miligrama de dcido clorogénico por 100 mg de extrato (mg/100 mg).
Os flavondides foram quantificados a partir de uma curva de calibracdo de hiperosideo,
construida a partir do metabdlito purificado das partes aéreas de H. polyanthemum, com
excelente linearidade na faixa de concentracdes entre 36,25 e 2320 pg/mL (R? = 0,9994).

Todos os flavonoéides foram expressos em miligramas de hiperosideo por 100 mg de extrato.

3.5 Avaliacao do potencial antioxidante
3.5.1 TRAP

O TRAP, sigla do inglés rotal reactive antioxidant potential (potencial antioxidante
reativo total), ¢ um dos métodos mais utilizados para avaliagdo do potencial antioxidante total
de uma amostra (Lissi et al., 1995; Dresch et al., 2009). Este método baseia-se na medida da
capacidade que um analito (amostra) tem de capturar os radicais alquil-peroxil gerados, a uma
taxa constante, a partir do 2,2’-azo-bis(2-aminopropano)dihidrocloridrato (AAPH). Neste
mesmo meio reacional é adicionado luminol, substancia que atua como um indicador reagindo
com os radicais disponiveis, produzindo luminescéncia. Esta luminescéncia pode, entdo, ser

monitorada como um indicativo da quantidade de radicais produzidos.

Apo6s a adicdo do agente antioxidante (amostra) ao sistema (tampao glicina 100 mM
com pH = 8,6, AAPH 10mM e luminol 0,01 mM) € possivel observar uma queda brusca na
emissdo de luminescéncia, resultado da captura dos radicais livres disponiveis. O tempo
necessario para que se restabeleca a condi¢do de quimiluminescéncia inicial (antes da adi¢do

da amostra) é proporcional a capacidade antioxidante da substancia testada, ou seja, quanto

14



maior o tempo para o retorno do sistema ao valor anterior de luminescéncia, maior a

capacidade antioxidante da amostra.

Para avaliar a atividade dos diferentes extratos e fracdes de H. polyanthemum foram
primeiramente preparadas solucdes de extrato a 10% em dimetilsulféxido (DMSO) e,
posteriormente, por dilui¢des seriadas, cada amostra foi ajustada para uma faixa adequada de
concentracdo que permitisse a avaliacdo do comportamento antioxidante frente aos radicais
peroxil produzidos. A concentracio final maxima de DMSO nestas solu¢des foi de 1% e, para
assegurar que o solvente ndo interfere na resposta obtida, uma solug¢do controle com DMSO a

1% foi juntamente preparada e analisada, ndo apresentando poder antioxidante algum.

O acompanhamento do potencial antioxidante das amostras frente aos radicais se fez
em placa de 96 pogos. Em cada pogo foram adicionados 200 puL de sistema e diferentes
concentracoes das solugdes de extrato, de forma a obter-se uma relagdo entre a concentragdao
de amostra utilizada e a capacidade antioxidante por ela apresentada. Para quantificacdo da
luminescéncia foi utilizado o equipamento MicroBeta TriLux, Perkin Elmer, os resultados
obtidos em contas por minuto (CPM) e expressos em porcentagem (%) de radicais produzidos
em relacdo ao total de radicais produzidos pelo sistema sem amostra (branco). O pardmetro
utilizado para relativizar as respostas apresentadas pelo branco, padrdes e amostras foi a drea

sob a curva (ASC) do gréfico tempo (em segundos) versus contas por minuto.

Para os experimentos de avaliagdo da atividade scavenger de perdxido (item 3.5.2) e
atividade GST like (item 3.5.3) foram utilizadas solucdes de extrato a 0,1% dissolvidas em
DMSO 1%. Para eliminar a possibilidade de interferéncia do diluente nos resultados obtidos,
o mesmo foi avaliado juntamente com as amostras. Estas quantificacdes foram feitas em leitor

de placa SpectraMax 190, Molecular Devices.

3.5.2 Potencial scavenger de peroxido

Esta técnica baseia-se na capacidade que uma amostra tem de reagir com o peréxido
de hidrogénio e diminuir sua quantidade no sistema montado (tampao fosfato, amostra e

peréxido de hidrogénio).

Em placa de 96 pocos foram adicionados 185 uL de tampao fosfato 100 mM e 20 pL
de amostra em diferentes concentracdes. Apos leitura em 240 nm para verificar a absorvancia

prévia ao inicio da medida da atividade, foram adicionados 5 uL de per6xido de hidrogénio
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(H,0O,) 1 M. A atividade scavenger de peréxido das amostras foi avaliada monitorando-se o

decaimento da absorvancia em 240 nm (Li ez al., 2007).

3.5.3 Atividade GST like

A glutationa (GSH) € um aminoécio envolvido principalmente com os mecanismos de
detoxificacdo do organismo frente a xenobidticos, ligando-se aos mesmos em reacdes
catalizadas pela enzima glutationa S-transferase (GST). Para avaliar a capacidade dos extratos
em atuar de forma semelhante a enzima (atividade GST like), utilizou-se protocolo
previamente validado (Habig e Jakoby, 1981), no qual a conjugacdo do substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) com a substancia GST like forma um complexo do tipo CDNB-GST

que pode ser medido espectrofotometricamente (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Em placa de 96 pocos foram adicionados 190 puL. de tampao fosfato de potassio 0,1 M
com pH = 6,5; 10 uLL de amostra em diferentes concentragdes; 10 uLL de GSH 20 mM e 10 uL
de CDNB 20 mM. A cinética de formacao do complexo GSH-CDNB foi monitorada em 340

nm durante 5 minutos.

3.5.4 TBARS

O TBARS, sigla do inglés thiobarbituric acid reactive species (espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico), ¢ um método bastante empregado para analisar a capacidade de uma
amostra em prevenir o dano a lipidios (peroxidacdo lipidica). Para avaliar e quantificar a
presenca desta propriedade nos diferentes extratos de H. polyanthemum, utilizou-se uma
adaptacdo do método in vitro empregando gema de ovo como fonte lipidica (Esternbauer e

Cheeseman, 1990).

3.5.4.1 Fonte lipidica

Lipidios foram isolados a partir de gema de ovo homogeneizada, diluida a 1% (p:v)
em tampao TBARS (KCl 120 mM:Na,HPO, 50 mM, 1:1, pH = 7,4) e posteriormente
sonicada por 10 segundos em poténcia 4 (Silva et al., 2007). As solucdes de lipidios foram

preparadas imediatamente antes ao uso e receberam o nome de “substrato lipidico”.
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3.5.4.2 Indutor de dano

Para verificar o comportamento das diferentes fracdes frente a protecdo contra
peroxidacdo lipidica, induziu-se dano oxidativo a matriz lipidica na presenca das amostras
testadas. Como indutor de dano utilizou-se uma solu¢do do AAPH, também conhecido como

2,2’-azo-bis(2-amidinopropano)hidrocloridrato (ABAP), na concentragdo de 0,12 M.
3.5.4.3 Preparo dos extratos

Os extratos avaliados foram dissolvidos a uma concentracdo de 10% em DMSO e,
posteriormente, por dilui¢cdes seriadas, levados a concentracido de 0,1% em dgua Milli-Q. A
concentracdo final de DMSO nestas solugdes foi de 1% e, para eliminar a possibilidade de
interferéncia do diluente na resposta obtida, uma solu¢do controle com DMSO a 1% foi

juntamente preparada e analisada, ndo apresentando potencial antioxidante algum.
3.5.4.4 Procedimento

A matriz lipidica foram adicionados 100 uL de tampio TBARS (controle-matriz
lipidica e controle induzido), de DMSO 1% (controle do diluente), ou das solucdes das
fracdes de H. polyanthemum em diferentes concentracdes. A reacdo do controle induzido e
das amostras foram adicionados 100 pL de solu¢do de AAPH 0,12 M como indutor de dano e,
nas demais, onde a peroxidacdo ndo ocorre, adicionou-se 100 puL. de tampao TBARS. O
espectrofotometro foi calibrado com uma solugdo branco, composta por 1 mL do diluente da
gema de ovo (tampao TBARS), no qual a matriz lipidica estava ausente, e 200 uL de tampao

TBARS (Tabela 1).

Tabela 1 Esquema da adicdo de reagentes para cada uma das amostras do experimento de TBARS.

Matriz lipidica Amostra teste Indutor de dano
Controle - matriz lipidica 1 mL de matriz lipidica 100 pL tampao TBARS 100 puL tampao TBARS
Controle Induzido 1 mL de matriz lipidica ~ 100 uL tampdo TBARS 100 uL AAPH 0,12 M
Controle - diluente 1 mL de matriz lipidica 100 uL de DMSO 1% 100 uL AAPH 0,12 M
Controle - amostra 1 mL de matriz lipidica 100 pL de extrato 100 pL tampao TBARS
Amostra 1 mL de matriz lipidica 100 pL de extrato 100 uL AAPH 0,12 M

Ap0s a adicdo do AAPH as amostras foram incubadas a 37 °C durante 30 minutos para
promover a indu¢do do dano peroxidativo, pelo AAPH, as micelas lipidicas disponiveis.
Subsequentemente, 300 uL. de cada uma das amostras foram transferidos para eppendorfs e a
este volume foram adicionados 600 uL de TCA 15%, para que ocorresse a precipitacdao das

proteinas em suspensdo. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g durante 10 minutos para
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a clarificacdo das mesmas e 500 uL do sobrenadante resultante transferidos para tubos de
ensaio. A este volume foram adicionados 500 uL de TBA 1% e as amostras incubadas em
banho de dgua fervente a 100 °C durante 30 minutos. Este tempo de incubacio € necessario
para que o TBA ligue-se aos produtos formados apds a peroxidacao lipidica, sendo o principal
deles o malondialdeido (MDA), que conferem uma coloragdo rosa a solucao que, por sua vez,

pode ter sua absorvancia medida no espectrofotometro em comprimento de onda de 532 nm.
3.5.4.5 Curva padrao de TMP

A quantidade de espécies reativas ao TBA foi quantificada através de uma curva de
tetrametoxipropano (TMP) construida entre 0,06 e 0,36 nmol (R? = 0,9902). A diferentes
aliquotas de uma solucio de TMP 2 mM foram adicionados volumes de dgua Milli-Q
suficiente para completar 500 puL. Nestas quantidades de padriao seguiu-se a adicdo de 500 uLL
de TBA 1% e os demais procedimentos conforme descrito no item 3.5.4.4 (Procedimento)

para as amostras.
3.6 Analise estatistica

A anilise estatistica dos dados foi calculada pelo programa Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) versdo 10.0, com nivel de significancia menor ou igual a 5% (p <

0,05) e expressos como média + desvio padrdo (DP).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o potencial terapéutico até o momento apresentado por estudos com H.
polyanthemum, bem como o envolvimento de mecanismos de estresse oxidativo no
desenvolvimento de diversas doengas, no presente trabalho foram avaliados extratos e fracdes
da planta quanto a sua composi¢do fitoquimica e ao seu potencial antioxidante em diferentes
técnicas. A atividade antioxidante encontrada para algumas fracdes sugere o envolvimento de

seus compostos fendlicos nestes mecanismos.
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4.1 Quantificacao de metabdlitos por CLAE

As fracdes de H. polyanthemum foram analisadas por CLAE em trés diferentes
métodos analiticos para quantificacio de (1) benzopiranos, (2) uliginosina B, (3) &4cido
clorogénico e flavondides. Os perfis cromatogréaficos, tanto qualitativos quanto quantitativos,

variaram de acordo com a polaridade de cada uma das fracoes.

4.1.1 Quantificagdo de benzopiranos e uliginosina B

Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 sdo compostos até o momento descritos apenas para
a espécie H. polyanthemum. Pelo método de CLAE no qual foram quantificados apresentam
tempo de reten¢do (t,) de 9,1 min (HP1), 12,9 min (HP2) e 21,6 min (HP3) (Bernardi, 2007).
A presenca do derivado do floroglucinol, uliginosina B, € também relatada em extratos
lipofilicos de algumas espécies de Hypericum do sul do Brasil (Ferraz et al., 2001; Ferraz et
al., 2002; Nor et al., 2004; Cargnin et al., 2010) e pelo método no qual € quantificada
apresenta t, de 21,76 min (Nunes et al., 2009b).

Pela andlise comparativa entre o perfil dos cromatogramas obtidos a partir das fracdes
(Figura 1) e dos padrdes avaliados, verificou-se que os benzopiranos e uliginosina B possuem

o mesmo padrao de distribuicdo entre as diferentes fragcdes em questao.
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Figura 1a Perfil cromatografico da fragdo n-hexano de folhas de H. polyanthemum aclimatizado, obtido por CLAE, em
sistema de fase reversa com elui¢do isocratica de acetonitrila:dgua, 60:40, (v:v) e detec¢do em A de 270 nm.
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Figura 1b Perfil cromatografico da fracdo n-hexano de flores de H. polyanthemum aclimatizado, obtido por CLAE, em
sistema de fase reversa com eluigdo isocrdtica de acetonitrila:agua, 95:5, (viv + 0,01% ATF) e deteccdo em A de 220
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A quantificagdo dos metabdlitos demonstra que o maior acimulo dos mesmos ocorreu
nas fracdes n-hexano de flores e folhas, a mais apolar entre as fracdes preparadas, € menor
concentracdo também foi verificada nas fracdes diclorometano destas partes da planta (Tabela

2).

Tabela 2 Quantificacdo de benzopiranos e uliginosina B (mg%), por CLAE, nas
diferentes fracdes e extratos de H. polyanthemum analisados.

Benzopiranos
HP1 HP2 HP3 Uliginosina B
Fr-hex FLOR 16,47 £0,84 1,69+0,05 12,11+£0,35 7,33 +£0,08
Fr-hex FOLHA 25,76 £098 2,96 +0,15 4,96 + 0,23 4,74 + 0,09
Fr-dic FLOR 0,97 £0,10 0,12 £0,03 1,17 £0,14 0,52 +0,05
Fr-dic FOLHA 3,21 +£0,37 0,07 £0,01 0,06 £0,002 0,59 £0,02
Fr-ace FLOR nd nd nd nd
Fr-ace FOLHA nd nd nd nd
Fr-met FLOR nd nd nd nd
Fr-met FOLHA nd nd nd nd
Br-met FLOR 3,67 £ 0,07 1,74 £0,35 10,07 £ 0,26 3,15+0,31
Br-met FOLHA 5,56 +£ 0,60 2,92 +0,28 3,52+0,16 1,33 +0,34

nd: ndo detectado

E interessante ressaltar, ainda, que menor teor destes metabdlitos foi também
quantificado nos extratos bruto metandlico das flores e folhas (Tabela 2). Um extrato bruto é
caracterizado como o resultado de uma extracdo utilizando-se um tnico solvente, geralmente
de elevada polaridade, sendo o extrato resultante uma mistura complexa com maior variedade
de compostos e menor quantidade relativa de cada um quando comparado a uma fragdo
enriquecida. Dessa forma, ainda que com caracteristica fortemente polar, o0 metanol é capaz
de extrair compostos lipofilicos que se encontrem em propor¢des majoritarias em uma matriz
vegetal. J4 nas fracOes acetato de etila e metandlicas ndo verificou-se esta situagdo, pois
benzopiranos e uliginosina B ja haviam sido extraidos nas fra¢des n-hexano e diclorometano
processadas anteriormente a particio com metanol, realizada utilizando-se o mesmo material

vegetal previamente esgotado com os solventes lipofilicos.
4.1.2 Quantificagdo de dcido clorogénico e flavondides

Comparando-se o tempo de retencdo dos picos obtidos no cromatograma das
diferentes fragdes (Figura 2) com o de substancias puras isoladas foi possivel verificar a
presenca dos flavondides hiperosideo (t, = 17,8 min), isoquercitrina (t, = 20,4 min),
guaijaverina (t, = 26,6 min) e quercitrina (t, = 37,7 min) nas fracdes acetato de etila e metanol

e nos extratos bruto metandlico da planta. Acido clorogénico (tr = 3,5 min), substancia

20



analisada pelo mesmo método cromatografico dos flavondides, por sua vez, foi identificado

apenas nas fragdes metanol e no extrato bruto metandélico.
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Figura 2 Perfil cromatografico da fracdo acetato de etila de folhas de H. polyanthemum aclimatizado, obtido
por CLAE, em sistema de fase reversa com elui¢d@o isocrdtica de acetonitrila:dgua, 14:86, (v:v + 0,05% ATF)
e detec¢do em A de 254 nm.

A quantificacio dos flavondides revelou que estes compostos acumularam-se
principalmente nas fracdes acetato de etila tanto das flores quanto das folhas, atingindo mais
do que o dobro da concentragcao verificada nas demais fragdes (Tabela 3). Este € um perfil
quantitativo esperado uma vez que flavondides sdo polifendis relativamente polares, de baixo
peso molecular, facilmente extraidos de uma matriz vegetal com o uso de solventes de média
a alta polaridade como mistura hidroalcodlica a 70%, n-butanol, acetato de etila e metanol

(Harborne, 1998; Simdes et al., 2003).

O 4cido clorogénico, de polaridade superior, foi verificado apenas nas fracoes
metandlica e extrato bruto metandlico, conforme normalmente verificado para procedimentos
extrativos com outras plantas (Zgoérka e Gltowniak, 2001; Jin et al., 2005; Marques e Farah,

2009, Nunes et al., 2010).
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Tabela 3 Quantificacdo de 4cido clorogénico e flavonédides (mg%), por CLAE, nas diferentes fragoes e
extratos de H. polyanthemum analisados.

Flavonoides
Ac. Clorogénico  Hiperosideo Isoquercitrina Guaijaverina Quercitrina
Fr-hex FLOR nd nd nd nd nd
Fr-hex FOLHA nd nd nd nd nd
Fr-dic FLOR nd 1,28 +0,40 nd nd nd
Fr-dic FOLHA nd 1,28 + 0,39 nd nd nd
Fr-ace FLOR nd 7,27 +0,38 1,83 £ 0,08 1,21 +£0,03 7,06 +0,10
Fr-ace FOLHA nd 11,10 £ 1,36 2,94 + 0,04 1,46+0,23 891+1,74
Fr-met FLOR 0,27 £ 0,05 3,67 +£0,53 1,07 £ 0,13 0,30+0,02 0,52+0,13
Fr-met FOLHA 1,05 £ 0,03 2,14 £ 0,03 0,90 £ 0,03 0,27 +£0,01 0,63 +0,08
Br-met FLOR 0,07 £ 0,03 2,60 +0,14 0,74 £ 0,11 0,32+0,03 0,50 +0,02
Br-met FOLHA 0,40 + 0,03 2,13 +0,25 1,01 +0,17 0,28 +0,01 0,75 + 0,04

nd: ndo detectado

4.2 Quantificacao de compostos fenélicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi quantificado pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu modificado. Por este método, a intensidade da cor azul resultante da redugdo
do reagente de Folin-Ciocalteu € proporcional a quantidade de grupamentos hidroxila
disponiveis na amostra. Quanto mais intensa a cor azul desenvolvida com a reagdo, maior a
concentracdo destes compostos, que foi quantificada por uma curva padrdo utilizando
quercetina como substancia de referéncia (R? = 0,9951) e expressa em miligramas de

equivalentes de quercetina por 100 mg (EQ/100 mg) de extrato.

As fracdes com maior quantidade de compostos fendlicos, tanto para as flores quanto
para as folhas, foram as obtidas com acetato de etila, atingindo teor de metabdlitos quase trés
vezes superior ao quantificado para as fragdes metandlicas e para o extrato bruto destas
mesmas partes (Figura 3). As fracdes n-hexano e diclorometano, como esperado,
apresentaram apenas pequena quantidade destas substincias, que por serem

predominantemente polares possuem afinidade maior por outros tipos de solvente extrator.

Como dito anteriormente, o acetato de etila possui afinidade por compostos fendlicos
em geral, principalmente com flavondides glicosilados, que uma vez ligados a moléculas de
acucar adquirem polaridade compativel com este solvente. A caracteristica das fracdes acetato
de etila, metanol e dos extratos brutos metandlicos explica o maior acumulo de compostos
fendlicos nelas verificado, tornando-se possivel estabelecer algumas relagdes entre estes

teores.
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Figura 3 Concentracdo de compostos fenélicos totais quantificada nas fragdes e no extrato bruto de folhas e
flores de H. polyanthemum aclimatizado. As barras verticais representam o valor da média = DP de trés
experimentos independentes.

A comparagdo estabelecida entre os valores de polifendis de cada fragdo, obtidos pelo
método colorimétrico, € a concentracdo dos metabdlitos quantificados isoladamente por
CLAE demonstra existir moderada e forte correlacdo entre a concentracdo de compostos
fendlicos totais e dcido clorogénico (R? = 0,6696), hiperosideo (R? = 0,7767), isoquercitrina
(R%2 =0,7573), guaijaverina (R? = 0,8982) e quercitrina (R? = 0,9206). Comparando-se, ainda,
a quantidade de compostos fendlicos totais com a soma da concentracdo dos flavondides
quantificados separadamente, verifica-se que os ultimos representam de 22% a 76% da massa
de polifenéis quantificada nestas fragdes. Isso sugere que estes flavondides sdo os
constituintes majoritdrios da composicao fendlica destas amostras, o que pode estar
relacionado ao perfil antioxidante observado para as mesmas nos experimentos realizados e

discutidos na seqiiéncia.

4.3 Atividade antioxidante das fracoes e extratos de H. polyanthemum

O perfil antioxidante das fracdes e extratos de H. polyanthemum foi investigado
quanto a capacidade de reatividade antioxidante total no TRAP, potencial scavenger de
peroxido, atividade GST like e capaciade de prote¢do de dano lipidico frente ao dano induzido

com AAPH. .
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4.3.1 TRAP

O TRAP € um método de avaliagdo do potencial antioxidante de uma amostra baseado
na capacidade que esta apresenta em capturar radicais derivados de um substrato, neste caso
gerados a partir da termélise do AAPH (radicais peroxil). A queda na emissdo de
quimioluminescéncia pelo sistema apos a adi¢do da amostra esta relacionada com o potencial
antioxidante que esta possui. A adicdo das solugdes dos padrdes e extratos foi capaz de
promover queda na luminescéncia monitorada, e a relacdo entre esta diminuicdo (em %)
observada e a quantidade de amostra (em ug) utilizada mostrou que, para todas as amostras, o
seqliestro de radicais peroxila é diretamente proporcional a quantidade de amostra empregada
(Figura 4). O parametro que permitiu relacionar a inibi¢do resultante e a quantidade de analito
foi a 4rea sob a curva (ASC) do perfil de restabelecimento da luminescéncia do sistema apds a
adicao das amostras, calculada pelo programa GraphPad Prism versao 5.01. Dessa maneira,

quanto menor a drea quantificada, maior o potencial antioxidante.
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Figura 4 Esquerda: Gréficos ilustrativos da area sob a curva (ASC) obtida pelo perfil de restabelecimento da
luminescéncia do sistema de radicais peroxil (AAPH e luminol) apés a adi¢do das amostras. Direita: Correlacao
entre a quantidade (em ug) de amostra utilizada e a respectiva luminescéncia (em %) resultante, calculadas a
partir da relativizacdo da ASC da amostra e ASC do sistema. Observe que os extratos encontram-se indicados
em quantidade crescente e em diferentes escalas, com amostras variando entre 0,2 e 0,5 g, e outras entre 0,2 e 2
ug.

A mais efetiva atividade antioxidante frente a avaliacdo dos padrdes pelo TRAP foi
registrada para o hiperosideo e, entre os extratos, pelas fracdes acetato de etila de flores e
folhas. Estas amostras foram as que, em menor quantidade (Isps), inibiram em 50% a
luminescéncia emitida pelo sistema. A fracdo diclorometano das folhas de H. polyanthemum

nao apresentou atividade no TRAP em nenhuma das concentragdes testadas (Tabela 4).
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Analisando-se a Tabela 4 € possivel verificar, ainda, que as mesmas amostras que
apresentaram maior atividade antioxidante no TRAP sdo também aquelas com maior teor de
flavonoides quantificados isoladamente por CLAE. Entre estes compostos, hiperosideo,
isolado dos extratos da planta, apresentou capacidade scavenger de radicais peroxil superior,
inclusive, do que a apresentada pelo trolox, andlogo da vitamina E com reconhecida atividade
antioxidante e frequentemente utilizado como substancia de referéncia nestes tipos de teste

(Raspor et al., 2005; Silva et al., 2005; Dresch et al., 2009; Zulueta at al., 2009).

Os flavondides sao moléculas com estrutura quimica ideal para o desempenho da
captura de radicais livres, demonstrando atividade in vitro superior at¢é mesmo aquelas
apresentadas pelas vitaminas C e E na mesma concentragdao molar (Rice-Evans et al., 1997).
As propriedades de uma molécula isolada, entretanto, podem sofrer alteracdes qualitativa e
quantitativa quando em uma matriz complexa como o0s extratos vegetais (Romano et al.,
2009). A partir dos dados apresentados na Tabela 4 é possivel verificar que a quantidade de
hiperosideo presente nas fracoes acetato de etila de flores (0,033 pg) e folhas (0,027 pg) é
menor do que a quantidade de hiperosideo purificado necessdria para inibir em 50% a
luminescéncia emitida pelo sistema. Partindo-se do pressuposto de que os flavondides, em
especial o hiperosideo, sejam as principais substancias responsdveis pela atividade
antioxidante observada para as fracoes de H. polyanthemum no momento avaliadas, infere-se
que a atividade antioxidante destas amostras ocorre por um mecanismo de sinergismo entre os
compostos nelas presentes, € ndo apenas por acdo de um composto majoritdrio com excelente
atividade, isoladamente. Esta propriedade € percebida quando ocorre diferenca entre a
atividade antioxidante calculada e a observada, e € frequentemente observada em extratos

vegetais (Hidalgo et al., 2010).
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Tabela 4 Valores da massa de amostra necessdria para inibir em 50% a quimioluminescéncia emitida pelo sistema (Isoq, em pg),
concentragdo de compostos fendlicos totais (CFT, em EQ/100mg) e quantificacdo de 4cido clorogénico e flavondides (em mg%) nas
fracdes e extratos de H. polyanthemum avaliadas.

159, CFT Ac. Clorogénico Hiperosideo Isoquercitrina Guaijaverina  Quercitrina

Trolox 0,43 + 0,003 -—- -—- -—- - -—- -
Hiperosideo 0,08 +0,00 -—- -—- -—- - -—- -
Uliginosina B 2,78 + 0,004 -— -— -— - -— -

Ac. clorogénico 7,08 £0,17 - - - - - -
Fr-hex FLOR 33,10+ 2,16 6,39+ 0,51e nd nd nd nd nd
Fr-hex FOLHA 32,32 £ 0,06 4,34+ 0,55 nd nd nd nd nd
Fr-dic FLOR 6,02 £ 0,05 6,45 +0,40° nd 1,28 £ 0,40 nd nd nd
Fr-dic FOLHA sa 9,72 + 1,06 nd 1,28 £0,39 nd nd nd
Fr-ace FLOR 0,45 +0,03 33,06+ 0,87° nd 7,27 £0,38 1,83 £ 0,08 1,21 £0,03 7,06 £0,10
Fr-ace FOLHA 0,24 £0,009 32,10+ 1,61° nd 11,10 £ 1,36 2,94 + 0,04 1,46 £0,23 891+1,74
Fr-met FLOR 0,51 £0,01 13,87 £ 1,08° 0,27 £0,05 3,67 +£0,53 1,07 £0,13 0,30 £ 0,02 0,52 +£0,13
Fr-met FOLHA 0,56 £ 0,01 17,.96 + 1,06 1,05 £0,03 2,14 £0,03 0,90 £ 0,03 0,27 £0,01 0,63 £ 0,08
Br-met FLOR 1,91 £0,03 12,69 + 0,64° 0,07 £0,03 2,60 0,14 0,74 £0,11 0,32 £0,03 0,50 £ 0,02
Br-met FOLHA 0,90 = 0,003 17,21 +0,98" 0,40 0,03 2,13 £0,25 1,01 £0,17 0,28 £0,01 0,75 £0,04

nd: ndo detectado; sa: sem atividade
Quando comparados o conteido de compostos fendlicos totais e o Isyg, encontra-se

apenas uma fraca correlacdo entre estas duas propriedades (R2 = 0,3768). Esta relagdo incerta
entre a atividade antioxidante e a concentracdo de compostos fendlicos pode ser explicada de
diversas maneiras, uma vez que o conteido destas substincias ndo € o tnico fator responsavel
pelas propriedades antioxidantes apresentadas por uma amostra. Além disso, o sinergismo
entre compostos de um extrato faz com que sua atividade antioxidante ndo seja dependente
apenas da concentragdo dos mesmos, mas sim, resulte de suas estruturas e capacidade de
interacdo intermolecular (Djeridane et al., 2006). Isto provavelmente explica a baixa
dependéncia encontrada entre conteddo de compostos fendlicos totais e Isyq, claramente
percebido, por exemplo, pelas fracdes metanol, nas quais a diferenga significativa no
conteudo de compostos fendlicos entre flores e folhas ndo € capaz de diferenciar seus valores
de Iso%, que se apresentam praticamente iguais, € na fracao diclorometano das folhas, na qual,

embora contendo compostos fendlicos, ndo apresentou valor para Isgg.

4.3.2 Potencial scavenger de peroxido e atividade GST like

Antioxidantes que apresentam atividade em um método de avaliagdo podem nao
apresentar o mesmo desempenho em outros, como por exemplo, compostos que sao capazes
de impedir a peroxidagdo de estruturas lipidicas mas ndo sdo efetivos em proteger outras
moléculas, como proteinas, que também sdo alvo de dano oxidativo (Silva et al., 2009).
Visando iniciar o aprofundamento do estudo da capacidade antioxidante de H. polyanthemum,
os extratos foram também avaliados quanto a sua capacidade scavenger de perdxido de

hidrogénio e atividade GST like.
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Em nenhuma das concentra¢des testadas as fracdes foram capazes de diminuir a
concentracdo de peroxido de hidrogénio, sugerindo que as amostras niao possuem a

capacidade de serem scavenger desta espécie reativa.

4.3.3 TBARS

Os lipidios sdao moléculas com fungdes bioldgicas tdo diferentes quanto suas
caracteristicas quimicas. As gorduras e os Oleos sdo as principais formas de armazenamento
de energia em muitos organismos. Os fosfolipidios e os esterdis sdo elementos estruturais de
grande importancia nas membranas bioldgicas. Outros lipidios, embora presentes em
quantidades relativamente pequenas, desempenham func¢des cruciais como cofatores
transportadores de elétrons, pigmentos que absorvem luz, ancoras hidrofébicas para proteinas,
“moléculas guias” que ajudam o dobramento de moléculas protéicas de membranas celulares,
agentes emulsificantes no trato digestivo, hormonios e mensageiros intracelulares (Nelson e
Cox, 2006). Quando estes lipidios sao alvos de alguma espécie reativa, podem sofrer
alteracOes quimicas capazes de comprometer seu desempenho na fluidez e permeabilidade de
membranas, causando dano a proteinas, inativando enzimas e canais ionicos (Halliwell e
Gutteridge, 2007). Considerando a importancia das estruturas lipidicas no organismo, a

atuacdo de substancias capazes de prevenir este tipo de prejuizo torna-se interessante.

Neste experimento, o dano peroxidativo induzido na matriz lipidica pelo AAPH foi
medido através da quantificagdo da formacdo de espécies reativas ao dcido tiobarbitirico, em
comprimento de onda de 532 nm. Com a metodologia adotada, o dano do controle induzido
(CI) foi claramente diferenciado da condi¢do do tratamento controle (C), possibilitando a
adequada avaliacao do comportamento protetor das amostras frente a peroxidacdo (Figura 5).
A curva padrao de TMP quantificou este dano, mensurando-o em equivalentes de nmol de
TMP. Dessa forma, apenas dois tipos de fracdes apresentaram atividade protetora neste
ensaio: n-hexano e acetato de etila. Estas fracoes foram capazes de reduzir em
aproximadamente 50% o dano induzido pelo AAPH, provavelmente cada uma por um

mecanismo distinto.

As fragdes acetato de etila mostram-se superiores quanto a concentragdo de compostos
fendlicos totais, dos flavondides quantificados isoladamente e na atividade antioxidante pelo
ensaio ndo enzimatico do TRAP. Os flavonodides sdo polifendis com estrutura que possibilita

o desempenho de diferentes mecanismos antioxidantes tais como a atuacdo como agentes
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redutores, estabilizadores de elétrons desemparelhados, doadores de hidrogénio ou quelantes
de fons metélicos (Rice-Evans et al., 1997). Dessa forma, as fra¢des acetato de etila podem ter
sua atividade protetora (Figura 5) atribuida ao elevado teor destas substincias. A atividade de
flavonodides frente a peroxidacgdo lipidica também € descrita em outros estudos (van der Berg

et al., 2000).

Equivalentes de TMP (nmol)

DMSO | Flores | Folhas | Flores | Folhas | Flores | Folhas | Flores | Folhas | Flores | Folhas

Bruto
Metanolico

Controles Fragcao Hexano Fracao

Diclorometano

Fragao Acetato
de Etila

Fracao
Metanolica

Figura 5 Teor de espécies reativas ao acido tiobarbitirico indicando o dano peroxidativo induzido por AAPH
frente as fracdes e extratos de H. polyanthemum.

As fracdes n-hexano, por sua vez, ndo apresentaram os flavondides quantificados por
CLAE, embora ainda possuam pequena quantidade de compostos fendlicos. Entretanto, €
relatado que as caracteristicas hidrofilicas e/ou lipofilicas do meio reacional, bem como da
amostra em questdo, influenciam na atividade antioxidante por ela apresentada (Arndo et al.,
2003). Para ensaios de peroxidacdo lipidica, a hidrofilia dos compostos deve também ser
levada em conta, visto que a baixa polaridade e alto coeficiente de particdo de estruturas mais
lipofilicas possibilita melhor interagdo com a matriz lipidica e conseqiiente prote¢do ao dano
(Schroeter et al., 2000). Assim sendo, o bom desempenho das fracdes n-hexano de flores e
folhas de H. polyanthemum pode ser atribuido as caracteristicas extremamente lipofilicas
deste extrato, caracterizado por conter, além de benzopiranos e uliginosina B, a presenga de

alcanos, dcidos graxos e ceras (Cargnin et al, 2010).

6. Conclusao

Entre as plantas medicinais do sul do Brasil com potencial emprego na terapéutica
encontra-se H. polyanthemum, com diversos resultados a respeito de sua composi¢do

fitoquimica, atividades bioldgicas e estratégias de cultivo controlado descritos. Dando
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seguimento aos estudos ja desenvolvidos com esta planta, o presente trabalho caracterizou
quimicamente o perfil fitoquimico de diferentes extratos de H. polyanthemum, bem como o

potencial antioxidante frente a técnicas como TRAP e TBARS.

A quantifica¢do de compostos fendlicos totais e a andlise por CLAE demonstrou que a
atividade antioxidante apresentada pelos extratos nos ensaios ndo enzimaticos de TRAP e de
peroxidacdo lipidica pode estar intimamente ligada a presenca destes compostos fendlicos, em
especial a dos flavondides hiperosideo, isoquercitrina, quercitrina e guaijaverina. A avaliacdo
comparativa entre o teor destes metabdlitos e os valores de Isoq obtidos no TRAP pode,
também, ser um indicativo da existéncia de sinergismo entre os compostos, que embora
contidos em uma maior massa de extrato para inibir em 50% a formacao de radicais peroxil,

encontram-se individualmente em menor massa do que a do composto isolado.

Os compostos com as atividades biolégicas mais importantes descritas para a espécie
concentraram-se nas fragdes n-hexano e, em menor quantidade, nas fracdes diclorometano e
nos extratos bruto metandlico. As fracdes n-hexano apresentaram baixo poder antioxidante no
TRAP, entretanto, foram bastante eficientes quanto a capacidade de protecdo frente a

peroxidacdo lipidica.

Torna-se relevante ressaltar, ainda, que o material vegetal utilizado neste trabalho foi
todo proveniente de protocolo de cultivo controlado desenvolvido para a espécie, visando
qualidade e sustentabilidade na obtencao de matéria-prima. Os resultados iniciais obtidos com
a avaliacdo antioxidante da planta corroboram a necessidade da continuidade de estudos com
a espécie, direcionados a otimizagdo do seu emprego como um real recurso medicinal na

prevencdo da saide e tratamento de doengas.
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