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impossibilidades, lembrai-vos de que as
grandes coisas do homem foram

conquistadas do que parecia impossivel.”



Charles Chaplin

RESUMO

Considerando o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese de diversas
doencas humanas, e da presenca de compostos com propriedades antioxidantes
nos extratos vegetais, o0 objetivo desse estudo foi investigar o(s) possivel(eis)
mecanismo(s) envolvido(s) na capacidade antioxidante da planta Uncaria tomentosa
em condic¢des in vitro. Para tanto, foi analisado o comportamento antioxidante dos
extratos em diversas condi¢cbes experimentais, como atividade inibitéria do radical
DPPH, degradacédo da desoxirribose e ensaio de inibicdo do radical 6xido nitrico
(NO). A interagcdo dos extratos com a quimica redox de ions de ferro foi abordado
pela capacidade dos extratos de quelar Fe** e/ou reduzir Fe®*". O efeito protetor
sobre a peroxidacao lipidica (TBARS) foi analisado utilizando fosfolipidios da gema
de ovo. Além disso, compostos fendlicos e flavondides foram determinadas por
métodos colorimétricos. Nossos resultados indicam claramente que o extrato aquoso
e etandlico de U. tomentosa apresentam efeito significativo (p<0,05) na atividade de
neutralizacdo de espécies reativas, em diferentes sistemas de geracdo dos mesmos.
Além disso, os extratos estudados apresentaram significativa (p<0,05) capacidade
de interacdo com a reacdo redox de ions de ferro. O extrato da planta também
apresentou significativo (p<0,05) efeito antioxidante contra peroxidacdo lipidica
induzida por Fe?*. Em geral, o efeito dos extratos de plantas varia dependendo da
natureza do extrato (se aquoso ou etanolico), da concentracdo e do ensaio utilizado.
Considerando todos os resultados, sugerimos que, a0 menos em parte, as
propriedades antioxidante in vitro U. tomentosa podem estar relacionadas tanto com
a sua capacidade de neutralizar diferentes espécies reativas, quanto devido a sua
capacidade para interagir com a quimica redox de ions de ferro, interferindo, assim,

com os sistemas de geracao dessas espécies reativas.

Palavras-chave: ferro, 6xido nitrico, compostos fendlicos, flavondides.



ABSTRACT

Considering the relationship between oxidative stress and the pathogenesis of
human diseases, and of the presence of compounds with antioxidant activities in
vegetable extracts, the objective of the present study was to investigate the
mechanism(s) involved in the antioxidant potential of Uncaria tomentosa in vitro. For
that, the scavenging activity against picrilhidrazil o 1'- 1 ' difenil- 2' (DPPH) and nitric
oxide (NO) radicals; degradation of deoxyribose; interaction with the chemical redox
of iron ions and effect on lipid peroxidation (measured as TBARS) were performed.
Furthermore, phenolic compounds and flavonoids were measured by colorimetric
methods. Our results clearly indicate that the aqueous and etanolic extracts of U.
tomentosa present significant (p<0,05) scavenging activity against different free
radicals. Moreover, the extracts presented significant (p<0,05) interaction with the
redox chemistry of iron ions and prevents Fe?*-induced lipid peroxidation. In general,
the effects of the plant extracts varies depending from the solvent used to prepare
the extract (if etanolic or agueous), the concentration and assay used. Considering
our results, we suggest that, at least in part, U. tomentosa's antioxidant properties in
vitro may be related with its ability to scavenge different free radical species and due
to its capacity to interact with the redox chemistry of iron ions, thus interfering with

the free radical generation systems.

Keywords: iron, nitric oxide, phenolic compounds, flavonoids.
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1 INTRODUGCAO

O estresse oxidativo é definido como um evento resultante de um
desequilibrio entre a producao de espécies reativas (ERs) e os sistemas de defesa
antioxidante celular [1]. As ERs produzidas em excesso durante alguns processos
patolégicos podem causar altera¢des importantes no funcionamento celular devido a
sua capacidade em oxidar proteinas e lipidios, causar disfungdo mitocondrial e
danos ao DNA, podendo culminar com a morte celular [2]. Nesse contexto, estudos
demonstram que o emprego de agentes antioxidantes é bastante promissor no
tratamento das alteragbes produzidas em diversos modelos animais de toxicidade,
em que o estresse oxidativo tenha participagéo [3].

As plantas medicinais séo tradicionalmente usadas no tratamento de varias
doencas humanas [3]. Suas propriedades farmacolégicas e terapéuticas sao
atribuidas aos diferentes constituintes quimicos presentes nos extratos brutos das
mesmas [3]. Relatos da literatura tém demonstrado que tais constituintes tém se
mostrado potentes protetores em diversos modelos de doencas degenerativas, de
cancer, e de doencas cardiovasculares e neurolégicas [4,5-6]. Dessa forma, as
propriedades antioxidantes apresentadas por diferentes plantas estimulam o
emprego das mesmas no tratamento de patologias humanas [7].

Com o intuito de amenizar estes efeitos no organismo humano, tem-se
adotado o uso de plantas como uma forma de terapia alternativa, a qual pode trazer
inUmeros beneficios aos usuéarios. Dentre as plantas utilizadas estd a Uncaria
tomentosa (unha de gato), a qual demonstra ter propriedades antioxidantes, que
auxiliam na protecdo do organismo a presenca de espécies reativas de oxigénio
e/ou nitrogénio [8]. U. tomentosa € uma planta lenhosa amplamente encontrada na
floresta Amazonica e florestas da Ameérica do Sul e Central. Extratos de raiz e casca
sdo usadas na medicina tradicional peruana para o tratamento de cancer, artrite,
gastrite e algumas doencas epidémicas, bem como um contraceptivo [9].

Tendo em vista 0 uso das plantas medicinais para o tratamento de doencas
e que seus efeitos sao relacionados a atividade antioxidante apresentada por elas, o
objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antioxidante de extratos de Uncaria
tomentosa em ensaios in vitro para tentar esclarecer os mecanismos de atividade

antioxidante desses extratos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante de extratos

de Uncaria tomentosa (Unha de gato) in vitro.

2.2 Objetivos especificos (todos in vitro):

Objetivo do presente estudo foi de investigar alguns mecanismos possiveis
envolvido na capacidade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico desta planta
usadas popularmente (U. tomentosa) sob condi¢des in vitro sendo analizado as
seguintes técnicas:

- A capacidade do extrato na atividade inibidora do radical DPPH

- Degradacao da desoxirribose

- Atividade inibitoria do Oxido Nitrico (NO)

- Ensaio de quelacdo do Fe®" e reducdo do Fe**

- Ensaio de peroxidacéo lipidica em fosfolipidio

- Determinacao do conteudo total de compostos fendlicos

- Determinacéo do conteudo total de flavonoides



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Uncariatomentosa

3.1.1 ASPECTOS GERAIS

A U. tomentosa é uma planta conhecida também pelos nomes de cat’s claw
em inglés, e uia de gato em espanhol. O seu home € atribuido a pequenos espinhos
que sdo muito parecidos as unhas dos gatos. E uma planta que se desenvolve na
forma de um cip6é podendo, as vezes, formar arbustos bem irregulares. E nativa da
grande floresta Amazénica, tanto a brasileira quanto a peruana.

A U. tomentosa € uma planta ja h4 muito tempo utilizada pelos indios
peruanos, existindo evidencias que até mesmo 0s Incas j& a empregavam para
doencas reuméticas, doencas infecciosas e digestivas. Ainda nos dias atuais, a
Unha de gato € popularmente utilizada na medicina alternativa tanto no Oriente
guanto no Ocidente. Em varios paises inclusive no Brasil foram feitos estudos que
comprovaram efeitos benéficos da Uncaria tomentosa, pois sua composicdo é
bastante rica, dentre seus principais componentes os glicosideos do &cido quindvico
0s quais conferem a esta planta sua atividade anti-inflamatoria, no tratamento de

amigdalite, artrite, sinusite, bursite e renite [10].

3.1.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS

A unha-de-Gato é um arbusto trepador lenhoso, que pode atingir varios
metros de altura, algo como 20 a 30 m. Apresenta folhas simples, oblongas
ovaladas, de coloracéo verde claro com presenca de estipulas e espinhos axilares
lenhosos levemente curvados. O caule apresenta uma casca com textura fibrosa-
lamina, de coloracdo mesclada de marrom avermelhada e creme. O caule possui
uma peculiaridade, que é a capacidade de armazenar agua no seu interior, para
satisfazer suas proprias necessidades. Existem poucas informacdes sobre o cultivo
da Unha-de-Gato. At¢é o momento pesquisas realizadas pela Embrapa tem
caminhado para o0 manejo sustentavel dos espécimes existente e da domesticacao
da espécie. A multiplicacdo se da por estacas, em viveiros cobertos com sombrite de
50%. Até o momento observou-se que € uma planta com alta capacidade de rebrota

e de enraizamento de estaca, mas cuidados devem ser seguidos para garantir sua



sustentabilidade. Recomenda-se o estabelecimento de ciclos de cortes néo inferior a
10 anos e estabelecer um estoque intacto de plantas, ou seja, ndo coletar mais de
cerca de 40% dos individuos. Garantir a rebrota da planta, deixando pelo menos 1
metro de tronco para a emissao de brotos é de fundamental importancia. A parte

mais utilizada € a casca do tronco e raizes. [11]

3.1.3 CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS E BIOLOGICAS

A Uncaria tomentosa tem sido utilizada pelas populacdes indigenas da
América do Sul hd séculos para o tratamento de doencas inflamatérias. Sua
utilizacdo é proposta para doencas como artrite, Ulceras gastricas, reumatismo e
vérias infeccdes. Dentre as propriedades farmacolégicas de U. tomentosa Destaca-
se 0 potencial anti-inflamatoério, antineoplasico, antimutagénico, entre outros.
Entretanto, os mecanismos moleculares que determinam essas atividades néo estao
totalmente esclarecidos.

Um dos mecanismos propostos para a atividade anti-inflamatéria de U.
tomentosa é atribuido ao potencial antioxidante da planta. E bem conhecido que
atividades inflamatoérias se da pela ativacdo de células fagociticas que liberam
espécies reativas em grande quantidade causando injdrias celulares e teciduais,
envolvidas com o estresse oxidativo. Em virtude das espécies reativas agirem como
toxinas e mediadores ou moduladores inflamatérios, esforcos tém sido realizados
para investigar moléculas antioxidantes com potenciais agentes terapéuticos, como

0s encontrado na U. tomentosa.

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € uma condi¢cdo que se caracteriza pelo desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas e as defesas antioxidantes do organismo.
Além disso, o estresse oxidativo é tido como estando envolvido em varias desordens

patofisiologicas como inflamacdes, cancer e doencas neurodegenerativas.



3.2.1 ESPECIES REATIVAS

As ERO e ERN sdo geradas em processos inflamatorios, por alguma
disfuncéo fisiologica ou proveniente do metabolismo basal. As principais ERO se
distribuem em radicais: hidroxila (HO¢), superéxido (O,¢’), peroxila (ROO¢-) e alcoxila
(ROe¢); e os nao-radicalares: peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as
ERN estéo o 6xido nitrico (NO¢), 6xido nitroso (N»O3), &cido nitroso (HNOy), nitritos
(NOy), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO) [12] No organismo os radicais livres
encontram-se envolvidos em varias atividades fisiolégicas, mas quando produzidas
em grande quantidade podem gerar estresse oxidativo, causando efeitos prejudiciais
tais como peroxidacao lipidica, agressao as proteinas dos tecidos e membranas,
carboidratos e DNA, estando frequentemente relacionados a varias doencas, tais
como Alzheimer, doenca de Parkinson, aterosclerose, envelhecimento precoce,
entre outras [13 ] As espécies radicalares, ou radicais livres, sdo moléculas ou
atomos altamente instaveis que contém em sua Ultima camada eletrénica um
namero impar de elétrons, sendo este ndo emparelhamento de elétrons o motivo de
sua alta instabilidade. Os radicais livres sdo produzidos de forma continua durante
0s processos metabdlicos, atuando como mediadores para a transferéncia de
elétrons [14]. Geralmente encontram-se centrados nos atomos de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN). No organismo, encontram-se envolvidos na fagocitose, regulagéo
do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias bioldgicas

importantes.

3.3 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes previnem o estresse oxidativo nas células e sdo muito Uteis no
tratamento de muitas doencas humanas, incluindo o céncer, doencas
cardiovasculares e doencas inflamatérias. A literatura revela que antioxidantes
provenientes dos produtos naturais representam uma potencial fonte de
antioxidantes, sendo uma alternativa para o0s antioxidantes sintéticos no
processamento de alimentos industrializados e para uso na medicina preventiva.

O sistema de defesa antioxidante tem a funcao de inibir e/ou reduzir os
danos causados pela acdo prejudicial das espécies reativas. Estas agfes podem ser
realizadas por meio de diferentes mecanismos de acg&o: impedindo a formagao

destas espécies pro-oxidantes (sistemas de prevencao), impedindo a acdo desses



(sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das
estruturas biologicas lesadas (sistemas de reparo) [15]

Os antioxidantes enddgenos podem ser enzimaticos, como as enzimas:
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa redutase, enzimas de reparo [16], ou ndo enzimaticos, como a glutationa
reduzida (GSH) e acido Urico, entre outros. Além dos antioxidantes produzidos pelo
corpo, o organismo utiliza também aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol
(vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), e de origem vegetal como 0s compostos

fendlicos onde se destacam os flavonéides e poliflavonoides [17,18]



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Regentes

Tris—HCI, acido tiobarbiturico (TBA), 1’-1’ diphenyl-2’picrylhydrazyl (DPPH),
quercetina, &cido galico e desoxirribose obtidos da Sigma (St. Louis, MO,USA).
Todos os reagentes utilizados séo produtos comerciais de padrédo analitico.

4.2 Preparo dos extratos

As plantas foram obtidas de fontes comerciais. Extratos butandlicos,
hexandlicos e etandlicos foram obtidos através de 0,9g de material vegetal. A planta
foi deixada sobre fusdo no escuro por 7 dias em 10 mL de solvente. Ao término dos
7 dias, os extratos foram filtrados, evaporados e ressuspendidos em 10 mL de agua
destilada. Os extratos aquosos foram preparados todos os dias imediatamente antes
do uso, a partir de uma infusdo de 0,99 de planta em 10mL de &gua destilada a
95°C.

4.3 Atividade inibidora do radical DPPH

A atividade antioxidante dos extratos butanolico, hexandlico, etandlico e
aguoso foram avaliados pelo monitoramento de sua habilidade em neutralizar o
radical livre estavel DPPH conforme descrito previamente [19]. Cada extrato (em
concentracéo final de 10 a 1000ug/mL) foi misturado com 200uL de uma solugdo de
DPPH com concentracdo de 0,3mM. Como branco foram utilizados 800uL de agua
destilada e 200uL de DPPH. A absorbancia foi mensurada a 518nm apés 30 minutos
de reacdo a temperatura ambiente. A solucdo de DPPH foi preparada diariamente
em auséncia de luz. As atividades relativas foram calculadas por curva de calibracéo
de L-acido ascérbico como controle positivo. A capacidade inibitéria foi calculada em

percentual (IC%) através da equacao:

IC% =100 — [(Absamostra - Absbranco) X 100/AbScontrole]



Onde: Absmesta S€rd a absorbancia obtida na presenca de diferentes
concentragdes de extratos e AbSconrole fOi Obtida na auséncia de extrato. As analises

(n=5) foram realizadas em triplicatas.

4.4 Degradacao da desoxirribose

A habilidade dos extratos da planta em prevenir a decomposicdo da
desoxirribose induzida por Fe®'/ H,O, foi realizada utilizando o método descrito
anteriormente por [20]. Primeiramente, os extratos (10-1000 pjg/mL) foram
adicionados a um sistema de reacgdo contendo (concentragdes finais): 3 mM de
desoxirribose, 50 mM de tampéo fosfato, 1mM de perdxido de hidrogénio e 0,025
mM de FeSO,. O sistema foi incubado a 37° C por 30 minutos e a reacéao foi parada
pela adicdo de 0,5 mL de uma solucéo de acido tricloroacético em concentracao de
2,8%, seguida pela adi¢cdo de 0,4 mL de uma solucdo de TBA em concentracéo de
0,6%. Os tubos foram ent&o incubados em banho-maria por 60 minutos e 95° C. A
absorbancia foi medida em 532 nm no espectrofotbmetro. Os dados foram

expressos em percentual de inibicdo em relagdo ao controle (sem o extrato).

4.5 Atividade inibitéria do Oxido Nitrico (NO)

A atividade inibitoria do radical NO foi realizada pela incubacédo dos extratos
com diferentes concentracdes (10-1000 pg/ml) do extrato com nitroprussiato de
sédio a 5mM em tampao fosfato na presenca de luz. Apés 120 minutos de
incubacdo as amostras foram misturadas com 0,5 mL de reagente de Griess por 10
minutos. Logo apds, a absorbéancia foi mensurada em 550 nm. Os valores foram

comparados ao controle para determinar a porcentagem de inibigdo do NO [21].

4.6 Ensaio de quelacdo do Fe?" e reducdo do Fe**

A habilidade dos extratos em quelar o Fe?* foi determinada utilizando-se do
meétodo descrito por [22-23]. Resumidamente, 150 yL de solucdo de 0,5 mM de
FeSO, (preparada no momento de uso), foi adicionada a um sistema contendo 168

pL de 100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 218 L de solucéo salina e os extratos das plantas



(10-1000 pg/mL), incubados por 10 minutos. A mistura obtida foi incubada por mais
5 minutos apos a adicdo de 20 uL de 10-phenantroline (0,25 %). Subsequentemente,
a absorbancia foi mensurada a 510 nm em espectrofotdmetro. Os valores foram
comparados ao controle para determinar a porcentagem de quelacdo pelos
diferentes extratos. A habilidade do extrato em reduzir o Fe** foi determinada pela
incubacédo de 150 pyL de uma solucdo 0,5 mM de FeCl; no lugar de FeSO4, em
ensaio semelhante ao utilizado na quelacao do ferro descrito acima. O ensaio da 10-
fenantrolina é capaz de detectar apenas fons de Fe?*, ndo identificando fons de Fe>".
Dessa forma, identifica-se a reducéo de jons de Fe** se houver a identificacdo pelo
reagente de cor de fons Fe?*. A habilidade relativa dos extratos em reduzir o Fe®" foi
calculada por curva padréo de solucdo de acido L-ascérbico sob mesmas condi¢cdes

experimentais.

4.7 Ensaio de peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela mensuracdo das espécies
reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) como descrito previamente [24] com
pequenas modificacbes. Para amostra biologica foi pesado 1g de gema de ovo e
diluida m 100mL de 100 mM Tris—HCI, pH 7.4. Aliquotas de 100uL foram incubadas
por 60 minutos em um meio contendo 10 mM Tris—HCI, pH 7.4 na auséncia ou
presenca de extrato (10-1000 pg/mL) ou extratos/Fe** (10 pmol/l). Os sistemas
foram incubados a 37°C por 60 minutos. A reacao foi interrompida pela adi¢cao de 0,5
mL de tampao acido acético (pH 3.4) e os produtos da peroxidacédo lipidica foram
mensurados pela adicdo de 0,6mL de TBA 0,6%. A reacdo de cor foi obtida pela
incubacédo dos tubos em banho-maria por 1 hora a 97°C, apés esse tempo 200uL de
SDS foram adicionados. O sobrenadante foi retirado e a absorbancia foi mensurada
a 532 nm em espectrofotdmetro. Os dados foram expressos como percentual em

relacdo ao seu respectivo controle (sem o extrato).

4.8 Determinacao do conteudo total de compostos fendlicos

O conteudo total de fendis foi determinado pela mistura dos extratos com 50
ML de uma solucéo 0,5N do reagente de Folin-Ciocalteau, seguido pela adicdo de

1,0 mL de carbonato de sédio a 2%. Acido galico foi utilizado como padrédo para os



compostos fendlicos. O conteudo total de compostos fendlicos foi expresso em
miligramas de equivalentes de acido galico/g de planta. [25].

4.9 Determinacédo do conteudo total de flavonoides

O conteudo total de flavonoides foi medido pelo ensaio do cloreto de
aluminio [26 ]. As solugBes padrbes ou os extratos foram misturados com 5% de
nitrito de sédio e incubados por 5 minutos a 37°C. Seguidamente, 15 yL de uma
solucdo 10% de cloreto de aluminio foram adicionados e o sistema incubado por
mais 6 minutos a 37°C. Por fim, 100 yL de NaOH e agua foram adicionados. O
cloreto de aluminio foi substituido pelo mesmo volume de &gua destilada nos
brancos. Apds a incubacéo a temperatura ambiente por 5 minutos a absorbancia da
reacao foi mensurada a 510nm. Solucdes padrdo de quercetina (10-1000 ug/mL)
foram utilizadas como padréo. O contetdo total de flavonoides foi expresso em
miligramas equivalentes de quercetina/g de planta seca.

4.10 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia
ANOVA de uma via (one-way) seguido por pés-teste de Duncan quando apropriado.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

O extrato aquoso e etandlico, obtidos a partir de U. tomentosa inibiram
igualmente, e de forma significativa (p<0,05), a oxidagcdo do radical DPPH em
concentragbes mais elevadas (100-1000 p/mL) (fig. 1). Em contraste, os extratos
butandlico e hexandlico praticamente ndo tiveram efeito neste ensaio. Tendo em
vista estes resultados, nos préoximos experimentos foram utilizados apenas o extrato

aquoso e etanolico.
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Figura 1. Atividade inibitéria do radical DPPH pelos extratos de Uncaria
tomentosa. Valores considerados significativos quando p<0,05.

O extrato etandlico de U. tomentosa inibiu significativamente (p<0,05) a
degradacgéo da desoxirribose na concentragao 1000ug/mL (50% de inibigao; Fig. 2),

enquanto que o extrato aquoso ndo apresentou nenhum efeito significativo .
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Figura 2. Efeitos dos extratos de Uncaria tomentosa na degradagdo da

desoxirribose induzida pela reagdo de Fenton.

significativos quando p<0,05.

Valores considerados

Ambos os extratos de U. tomentosa tiveram efeito significativo (p<0,05) no

teste de inibicdo do radical NO na concentracdo de 1000pg/mL (30 - 40% de

inibicdo; Fig. 3)
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Figura 3. Atividade inibitéria do radical NO pelos extratos de Uncaria
tomentosa. Valores considerados significativos quando p<0,05.

Apenas extrato agquoso de U. tomentosa apresentou um efeito significativo

(p<0,05) na capacidade de quelacdo de Fe** (30 % em 1000ug/m ; Fig. 4).
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Figura 4. Capacidade quelante de Fe2+ dos extratos de Uncaria tomentosa.
Valores considerados significativos quando p<0,05.

Ambos, o extrato aquoso e etandlico de U. tomentosa causaram uma
significativa reducédo de Fe** (p<0,05). Os resultados apresentados demonstram
claramente que os extratos da planta estudada foram capazes de reduzir o Fe®*" em
comparacao com o acido ascorbico (Fig. 5).
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Figura 5. Capacidade dos extratos de U. tomentosa em reduzir Fe* a Fe*"
Valores considerados significativos quando p<0,05.

O extrato aquoso de U. tomentosa (Fig. 6) inibiu significativamente a

producéo de TBARS induzido Fe?" na concentracdo de 1000 pug/mL.
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Figura 6. Efeitos do extrato aquoso de Uncaria tomentosa produc¢do de
TBARS induzida por Fe’* em fosfolipidios. Valores considerados significativos
quando p<0,05.

Em contraste, o extrato etandlico de U. tomentosa (Fig. 7) ndo impediu a

producdo de TBARS nas situacdes estudadas.
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Figura 7. Efeitos do extrato etandlico de Uncaria tomentosa a produgao de
TBARS induzida por Fe** em fosfolipidios.



A quantidade de compostos fendlicos e flavondides encontrados apresentam

valores semelhantes entre o extrato aquoso e etandlico (Tabela 1)

Tabela I. Total polifendis e flavonoides .

Conteudo total de polifendis (nmol GA/g de Extrato aquoso  Extrato etandlico
planta)

44,61 £ 3.42 53.98 + 2.47
Conteudo total de flavonéides (nmol de
guercetina/g de planta)

12.54 £ 0.52 9.67 + 0.20

5.2 Discussdes

Apesar de véarias acdes farmacoldgicas de U. tomentosa terem sido
previamente relatadas, os mecanismos envolvidos nas propriedades terapéuticas,
especialmente em efeito antioxidante dessa planta sdo mal compreendidos. Assim,
no presente estudo, avaliamos o efeito dos extratos aquosos e etandlico dessa
planta, utilizando de diferentes sistemas de geracdo de espécies reativas in vitro, de
modo a investigar possiveis mecanismos envolvidos na sua atividade antioxidante.
Nossos resultados demonstram claramente que o0s extratos da planta estudada
possuem capacidade antioxidante nas nossas condi¢cdes de ensaio analisadas. No
entanto, o efeito varia dependendo do extrato (se agquoso ou etandlico) e do ensaio
considerado. Além disso, determinamos a quantidade de compostos fendlicos totais
e conteudo de flavonbides em extratos das plantas para estabelecer uma possivel
relacdo com a atividade antioxidante. Em suma, verificou-se que o teor de fendlicos
totais e flavondides presentes nos dois extratos se mostraram semelhantes.

Os compostos fendlicos sdo um dos maiores e mais onipresentes grupos de
metabolitos de plantas e ha interesse atual em suas propriedades antioxidantes,
antimutagénica, neuroprotetora , anticarcinogenica e atividade anti-inflamatoria [27-
28]. De fato, muitos pesquisadores relataram correlacdo positiva entre a atividade de
eliminacdo de radicais livres e compostos fendlicos totais [27-29]. De particular
importancia, ha varias caracteristicas moleculares que conferem a capacidade de
um dado flavonoide para doar elétrons prontamente e reduzir as espécies reativas

como a presenca de grupos hidroxilo ligados a anéis fendlicos [27,30-31]. Assim, as



posi¢coes e, mais importante ainda, as quantidades de grupos hidroxila presentes no
esqueleto polifendlico se correlaciona com a sua capacidade de doar elétrons
aumentando assim a sua capacidade para neutralizar espécies reativas [30,31-32].
No entanto, ndo encontramos aqui qualquer correlagdo entre o teor de compostos
fendlicos e os efeitos antioxidantes. Além disso, mais estudos sdo necessarios para
melhor caracterizar o perfil fitoquimico dos extratos da planta em estudo, a fim de
estabelecer os possiveis compostos candidatos para os resultados apresentados.

No teste de DPPH, encontramos que o extrato aquoso e etandlico
apresentaram atividade significativa na captura dos radicais DPPH nas
concentracdes estudadas (100-1000ug/mL de planta seca; Figura 1). Em contraste,
outros extratos (butandlico e hexandlico) foram quase ineficazes contra radical
DPPH. O ensaio radical DPPH tem sido amplamente utilizado para testar a
capacidade de eliminacdo de radicais livres de varios produtos naturais [33] e tem
sido aceito como um modelo para os radicais livres originarios de lipidios [34].
Assim, ambos o0s extratos obtidos a partir de U. tomentosa exibem atividade
significativa no DPPH, indicando o potencial destes extratos da planta, como
neutralizadores de radicais livres. Outros estudos ja relatam os efeitos positivos de
extratos de U. tomentosa na inibicdo do radical DPPH, suportando, assim, 0S N0Ssos
resultados. [35,36-37]

No ensaio de desoxirribose, encontramos que apenas o extrato etandlico de
U. tomentosa (1000ug/mL de planta seca; figura 2) apresentou efeito significativo
neste teste. Assim, considerando que 0s extratos de plantas ndo apresentaram
atividade "catalase -like" (ndo interage com H202; dados ndo mostrados), sugerimos
que 0S nossos extratos sdo capazes de interagir, pelo menos em parte, com 0
radical hidroxila. Além disso, a degradacdo de desoxirribose é resultante, pelo
menos em parte, do ataque dos radicais hidroxilo geradas pela reacdo de Fenton, o
que resulta na formacéo de fragmentos de carbonil [38-39]. Assim, pode-se sugerir
gue o teste do efeito antioxidante de extratos de plantas (atividade de radical
hidroxil) baseia-se na reagcdo competitiva de desoxirribose e dos constituintes das
plantas, com os radicais hidroxil reativos [38-39].

Nossos dados também suportam as interacdes de extratos de plantas com a
guimica redox de ions de ferro (Figuras 4 e 5). De fato, os nossos dados
demonstram claramente que o extrato aquoso de U. tomentosa (1000ug/mL de

planta seca; Figura 4) foi capaz de quelar Fe?*, sob a nossas condi¢cdes de ensaio.



Além disso, ambos os extratos de U. tomentosa (1000 ug/mL de planta seca e a
figura 5) foram capazes de doar elétrons ao Fe*", reduzindo-o a Fe?". Levando-se
em conta os resultados apresentados, sugere-se que os extratos de U. tomentosa
podem estar interagindo com ions ferro (quimica redox de ferro) e assim,
contribuindo para a atividade antioxidante aqui relatada. De fato, muitos metabolitos
de plantas apresentam grupos que s&o importantes para a complexagao de ferro
[40].

Assim, com base no exposto e nos resultados aqui apresentados (Figuras 2
- 7), especula-se que os metabolitos das plantas, presentes nos extratos, podem ter
interagido com a quimica redox de ions de ferro, assim, interferindo com o ciclo de
redox neste metal. Nossa suposicdo, € ainda, apoiada pelos resultados de TBARS.
De fato, verificou-se aqui que o0s extratos da planta apresentaram atividade
antioxidante frente a peroxidacao lipidica induzida por Fe** em fosfolipidios isolados
(Figuras 6 e 7), sendo sem efeito contra geragdo basal de TBARS. Resultados
semelhantes foram encontrados por outros autores em ensaios de peroxidacéo
lipidica. [35,36-37]

Além de sua capacidade de interagir com a quimica redox de ions de ferro, o
extrato de U. tomentosa também mostrou-se capaz de neutralizar os radicais NO. De
fato, ambos os extratos de U. tomentosa (1000 pg/ mL de planta seca; Figura 3)
foram capazes de neutralizar o radical NO. Como assinalado anteriormente, a
inibicdo de radical NO também é considerada uma medida da atividade antioxidante
[29], uma vez que os antioxidantes inibem a formacdo de nitrito (nitrito € um
resultado da reacdo de nitroprussiato de sodio com oxigénio), competindo

diretamente com o oxigénio [29-41].



6 CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo, encontramos neste estudo que 0 extrato aquoso e/ou etandlico
de U. tomentosa apresentam atividade antioxidante em condigdes in vitro. No
entanto, o efeito antioxidante relatado aqui varia, dependendo do ensaio utilizado.
No entanto, a ampla gama de atividade antioxidante do extrato da U. tomentosa
indica o potencial uso da mesma como fonte de antioxidantes naturais com potencial
aplicacao para reduzir os niveis de ROS e, consequentes beneficios para a saude.
Considerando os resultados, sugerimos que os compostos fenélicos encontrados na
planta sdo os principais contribuintes para a atividade antioxidante relatada aqui.
Além disso, a presenca de compostos fendlicos e flavondides no extrato estudado
sugerem que o mesmo poderia oferecer varios beneficios para a saude, uma vez
que os flavonoides foram ligados a beneficios na reducéo do risco de certos tipos de
cancer [42-43] e doencgas cardiovasculares [44,45-46].
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