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RESUMO

Ao longo do tempo, a civiliza¢cdo humana vem fazendo o uso de produtos naturais
como tratamento primario das necessidades de salde, principalmente nos paises em
desenvolvimento. Hoje, a ciéncia tem a medicina popular como um direcionador da
pesquisa cientifica. Pesquisas em diversas areas do conhecimento cientifico vem
mostrando cada vez mais o potencial benéfico das plantas na prevencdo, redugdo de
sintomas e cura de doencas. Os extratos, fracbes e compostos organicos oriundos do
metabolismo secundario das plantas possuem atividades bioldgicas variadas. Nesse
contexto, o potencial antioxidante ganhou destaque nos altimos tempos devido as
descobertas dos prejuizos causados aos organismos pelo estresse oxidativo. Esse trabalho
teve como objetivo adaptar a metodologia do ensaio antioxidante da 2-desoxirribose
usando o acido galico e os extratos das espécies vegetais Anadenanthera colubrina e
Capparis jacobinea para 0 mapeamento da atividade antioxidante de extratos e fracOes
no Laboratdrio de Biotecnologia e Quimica de Produtos Naturais. Apesar dos resultados
ndo serem conclusivos, em razdo da interrupcdo dos trabalhos experimentais devido a
pandemia, verificou-se que a metodologia foi adaptada com sucesso, uma vez que foi
verificada a reprodutibilidade da analise, visto que os valores de absorbancia das 3

repeticOes de cada amostra foram, no geral, semelhantes.

Palavras-chave: metabolismo secundario, radicais livres, antioxidante, desoxirribose.



ABSTRACT

Over time, human civilization has been using natural products as the primary
treatment of health needs, especially in developing countries. Today, science has the folk
medicine as a driver for scientific research. Research in several areas of scientific
knowledge has increasingly shown the beneficial potential of plants in preventing,
reducing symptoms and curing diseases. Extracts, fractions and organic compounds from
secondary plant metabolism have varied biological activities. In this context, the
antioxidant potential has gained prominence in recent times due to the discovery of the
damage caused to organisms by oxidative stress. This work aimed to adapt the
methodology of the 2-deoxyribose antioxidant assay using gallic acid and extracts of the
plant species Anadenanthera colubrina and Capparis jacobinea for mapping the
antioxidant activity of extracts and fractions in the Biotechnology and Natural Product
Chemistry Laboratory. Although the results are not conclusive due to the interruption of
experimental work due to the pandemic, it was found the methodology was successfully
adapted as the reproducibility of the analysis was verified, considering the absorbance

values of the 3 repetitions for each sample were, in general, similar.

Keywords: secondary metabolism, free radicals, antioxidant, deoxyribose.
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1. INTRODUCAO

Buscando sobreviver, o homem primitivo procurava solucGes para suas
necessidades fundamentais, instintivamente, como moradia, alimentagdo e cura para as
suas enfermidades. Com isso, ao longo do tempo, surgiram descobertas para tratamento
de enfermidades por via do uso de diversos tipos de plantas. Até hoje a civilizagdo
humana faz uso de produtos naturais como tratamento primario das necessidades de
salde, principalmente nos paises em desenvolvimento, buscando o alivio ou a cura de
doencas. Essa préatica da medicina popular, medicina caseira ou fitoterapia, que faz uso
de folhas, flores, frutos, caules, raizes e sementes para produzir, como por exemplo, chas
e infusdes para tratamento de patologias € extremamente relevante. Consequentemente, a
medicina popular se tornou um direcionador da pesquisa cientifica na &rea relacionada a
produtos naturais (PEREIRA & CARDOSO, 2012; SILVA & LIMA, 2016; BARBOSA
etal., 2017).

Por ser um pais com uma grande diversidade biologica, o Brasil possui uma vasta
gama de matérias-primas para a elaboragdo de produtos e medicamentos, principalmente
com base vegetal devido a sua rica flora. Pesquisas em diversas areas do conhecimento
cientifico vem mostrando cada vez mais o potencial benéfico das plantas na prevencéo,
reducdo de sintomas e cura de doencas de uma forma mais especifica e precisa. Esses
compostos organicos, oriundos do metabolismo secundario das plantas possuem
atividades biologicas como: antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatdria,
gastroprotetiva, analgésica, dentre outras (PEREIRA & CARDOSO, 2012; BARBOSA
et al., 2017). Nesse contexto, o potencial antioxidante ganhou destaque nos ultimos
tempos, devido as descobertas dos prejuizos causados aos organismos pelo estresse
oxidativo, caracterizado pelos efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio conhecidas como radicais livres (PEREIRA, 2013; PRASANTH et al., 2019).

Os radicais livres sdo produzidos nos organismos de forma natural, porém quando
ha uma desregulacdo entre a producdo de radicais livres e de antioxidantes ocorre o
chamado estresse oxidativo, que causa diversos danos as biomoléculas, como os lipideos,
proteinas e 0 DNA, trazendo consequentemente grandes prejuizos ao organismo uma vez
que eles estdo associados a diversas patologias como cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares, Mal de Parkinson, Alzheimer e doencas oculares como a catarata
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SOUSA et al., 2007; SEIFRIED et al., 2007;
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SILVA et al., 2011; UMENO; BIJU; YOSHIDA, 2017; DAENEM et al., 2019;
KHOSRAVI et al., 2019; AHMAD & AHSAN, 2020; BHAGERI et al., 2020).

Os antioxidantes sdo substancias que previnem a oxidagdo ou regeneram o0
substrato oxidavel, podendo ser classificados em antioxidantes enddgenos, isto é,
produzidos naturalmente pelo organismo, e antioxidantes exdgenos, aqueles obtidos de
fontes externas. Os antioxidantes podem ter origem sintética ou natural, no entanto, ha
um interesse crescente em relagdo aos antioxidantes naturais (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007; MOURA, 2015). Como prevencdo a
decomposicéo oxidativa pela acdo da temperatura, luminosidade e umidade, o interesse
em relacdo aos antioxidantes vai além daquele demonstrado pelo individuo comum, visto
que ele também tem crescido nos diferentes ramos das inddstrias visando a protecao de
produtos como cosméticos, farmacos e alimentos (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006; DEL RE & JORGE, 2012).

A procura por antioxidantes naturais tem crescido devido aos possiveis problemas
que os antioxidantes sintéticos tais como terciobutilhidroxiquinona (TBHQ),
butilhidroxitolueno (BHT), propilgalato (PG), entre outros, podem causar como
problemas pulmonares, aumento do peso do figado, cancer e apresentar efeito toxico,
como por exemplo pela producéo de espécies reativas de oxigénio (RAMALHO; JORGE,
2006; SOUSA et al., 2007; CAETANO, 2009). A pesquisa e descoberta de antioxidantes
naturais permite a substituicdo dos antioxidantes sintéticos ou até mesmo associa-los
(SOUSA et al., 2007). Nesse contexto, é preciso testar a atividade antioxidante de novos
compostos com este potencial, o que é feito por meio de ensaios in vitro e in vivo de
natureza geral ou especifica e que podem estabelecer a capacidade oxidativa do composto
de interesse frente a um alvo especifico. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
adaptar a metodologia do ensaio antioxidante da 2-desoxirribose como novo método para
0 mapeamento da atividade antioxidante de extratos e fracGes de espécies vegetais,
buscando a miniaturizacdo do método, ou seja, tornando-o mais econémico devido as

reducdes feitas nas concentragdes e volumes utilizados.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Adaptar a metodologia do ensaio antioxidante da 2-desoxirribose usando o &cido

galico e os extratos das espécies vegetais Anadenanthera colubrina e Capparis jacobinae
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como novo método para 0 mapeamento da atividade antioxidante de extratos e fracGes no

Laboratdrio de Biotecnologia e Quimica de Produtos Naturais.

2.2 Objetivo Especifico

e Adequar os volumes e concentracbes dos reagentes usados no método da
desoxirribose

e Testar a atividade antioxidante utilizando o método da prevencédo da oxidacdo da
desoxirribose miniaturizado

e Analisar os dados quanto a reprodutibilidade do método.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo definidos basicamente como qualquer molécula
procedente da natureza, podendo ser obtido das mais variadas formas de vida, embora o
termo seja correlacionado aos metabdlitos secundarios em algumas areas. Eles sdo uma
forma alternativa para o tratamento primario de saude, principalmente nos paises em
desenvolvimento, sendo que de acordo com a OMS, 88% dos paises membros (170)
reconhecem o uso de plantas medicinais in natura pela populagdo. Além disso, eles sdo
usados pelas comunidades de diversas formas para as mais diversas finalidades, podendo
citar chas e infusbes, onde utiliza-se partes das plantas, como folhas e flores, no
tratamento de doencas (PEREIRA & CARDOSO, 2012; ARAUJO, 2015; SILVA &
LIMA, 2016; BARBOSA et al., 2017; OMS, 2019).

O metabolismo é a soma de todas as reacfes anabdlicas e catabdlicas, sendo
dividido em metabolismo primario e metabolismo secundario, possuindo 0 metabolismo
secundario relacdo direta com o primario, pois algumas moléculas do metabolismo
primario sdo precursoras de metabdlitos secundarios. O metabolismo priméario é
responsavel pela biossintese de moléculas como aminoacidos, carboidratos, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, essenciais a sobrevivéncia e ao desenvolvimento dos
organismos, apresentando distribuicdo universal e desempenhando fungdes como
fotossintese e respiracdo nas plantas (DELBONE; LANDO, 2010; ARAUJO, 2015).

O metabolismo secundéario, diferente do primario, ndo possui distribuicdo
universal. Estdo relacionados as interacdes das plantas com o ambiente, tendo como

principais funcdes a defesa conta microrganismos e herbivoros, atracdo de polinizadores,
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comunicacdo entre as espécies, protecdo contra radiacdo UV, protecdo conta a oxidacao,
resisténcia ao estresse hidrico, entre outras fungdes. Tais metabolitos sdo organizados em
trés grandes grupos (alcaloides, compostos fendlicos e terpenos) e sdo sintetizados por
rotas especificas, sendo elas: a rota do acido mevalénico, rota do metileritritol fosfato,
rota do acido chiquimico e a rota do acido malénico, sendo que ocorre variacdo na
quantidade e no tipo de metabolito secundario produzido de espécie para espécie (TAIZ;
ZEIGER, 2004; DELBONE; LANDO, 2010; CUNHA et al., 2016).

Os terpenos sdo constituidos por unidades de isopreno, sendo classificados como
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e
politerpenos, contendo de 5, 10, 15, 20, 30, 40 ou mais de 40 atomos de carbonos em sua
estrutura, respectivamente. Eles podem ser quimicamente classificados como
hidrocarbonetos. Os terpenos constituem uma grande classe de metabo6litos secundarios
com os mais variados tipos de atividade bioldgica, por exemplo, podendo citar a
artemisinina (uma lactona sesquiterpénica antimalarial, 1, Figura 1), D-limoneno (um
monoterpeno com atividade inseticida, 2, Figura 1) e a-amirina (um triterpeno com
atividade antiinflamatoria e antinociceptiva, 3, Figura 1) (TAIZ; ZEIGER, 2004; COSTA
et al., 2008; MARTINS, 2016; CRUZ MONTEIRO & BRANDELLLI, 2017).

FIGURA 1. Estrutura quimica da artemisinina (1), D-limoneno (2) e a-amirina (3).

Os compostos fenolicos sdo caracterizados pela presenca de pelo menos um anel

aromatico, onde no minimo um hidrogénio é substituido por uma hidroxila. A coloracéo,
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sabor e odor dos vegetais sdo provenientes dos compostos fendlicos que também estdo
relacionados a atracao de polinizadores, prote¢do contra microrganismos, eliminagéo de
radicais livres, entre outros. Estes compostos também apresentam as propriedades
antioxidantes, antitumoral, antivirais, anti-inflamatorios e antimicrobianos. Existem
varias classes de compostos fendlicos, tais como flavonoides, fenilpropandides, taninos,
quinonas, xantonas, ligninas, estilbenos, entre outras (TAIZ; ZEIGER, 2004; GURIB-
FAKIM, 2006; ROMAGNOLO; SELMIN, 2012; CRUZ MONTEIRO & BRANDELLLI,
2017), dos quais podemos destacar os flavondides visto que sdo conhecidos mais de 5000
compostos desta classe e podemos citar a quercetina (um flavonol antioxidante, 4, Figura
2) e a naringenina (uma flavanona com propriedades antioxidante, antitumoral,
antibacteriano e antiinflamatério, 5, Figura 2) (VERVERIDIS et al., 2007; CRUZ
MONTEIRO & BRANDELLLI, 2017; STEC et al., 2020).

OH
HO O ““.\\O

FIGURA 2. Estrutura quimica da quercetina (4) e naringenina (5).

Os alcal6ides sdo compostos nitrogenados oriundos dos aminoacidos tirosina,
lisina e triptofano. Os alcaldides estdo relacionados a germinacao, crescimento e protecao
das plantas e séo substancias que, quando utilizadas em altas concentracdes, apresentam
efeito toxico. Assim como visto para os terpenos e flavondides, os alcaldides também sédo
distribuidos em diversas classes, tais como pirrolizidina, tropano, piperidina,
isoquinolina, quinolina, indol, purina, entre outros. Entre os alcaldides mais conhecidos
estdo a cafeina (estimulante do sistema nervoso central, 6, Figura 3), nicotina (um
alcalGide pirrolidinico estimulante do sistema nervoso, 7, Figura 3), morfina (alcaldide
da Papaver somnniferum com atividade analgésica, 8, Figura 3), quinina (um alcaldide
da Cinchona sp. com atividade antimalarial, 9, Figura 3) e vimblastina (um alcaldide da
Catharanthus roseus com atividade antitumoral, 10, Figura 3) (TAIZ; ZEIGER, 2004;
GURIB-FAKIM, 2006; CRUZ MONTEIRO & BRANDELLLI, 2017).
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FIGURA 3. Estrutura quimica cafeina (6), nicotina (7), morfina (8), quinina (9) e
vimblastina (10).

3.2 Oxidacéo e Radicais Livres

A oxidacdo era hd algum tempo atras definida como a adigdo de oxigénio a
estrutura de alguma substancia. Hoje, de um modo geral, a oxidacdo € definida como a
perda de elétrons para outra substancia, e 0 ganho de elétrons é definido como reducao
(ALVES et al, 2010). Os processos metabolicos de todos 0s seres vivos aerobios estdo
associados a processos de oxidorredugéo, sendo a redugdo associada ao anabolismo e a
oxidacdo relacionada ao catabolismo, ambas estdo envolvidas na formacéo de radicais
livres (BARBOSA et al., 2014). Os radicais livres, como por exemplo, as espécies
reativas de oxigénio (ERO) e as espécies reativas de nitrogénios (ERN), que possuem
elétron desemparelhado centrado no atomo de oxigénio e nitrogénio respectivamente, sao
produzidos nos seres vivos de forma natural ou devido a algum disturbio biolégico, que

pode ter como ponto de partida fontes externas ao organismo como fumo, radiacéo,
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poluicdo ambiental, entre outros (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
VASCONCELDOS et al., 2007; PRASANTH et al., 2019).

Essenciais para a homeostase da célula e funcionamento apropriado dos
organismos, os radicais livres estdo relacionados a sintese de substancias bioldgicas,
fagocitose, producéo de energia, entre outros. Porém, quando em grande quantidade, pode
causar danos as biomoléculas, como agressao a carboidratos, peroxidacao lipidica, dano
a proteinas, enzimas e DNA. Esse excesso de radicais livres é o causador ou 0 agravante
de diversas enfermidades como doengas cardiovasculares, cancer, artrite, disfuncbes
cerebrais, AIDS, choque hemorragico, catarata, declinio do sistema imune e
envelhecimento cutaneo. Os principais radicais livres provenientes do oxigénio estdo
divididos em dois grupos, os radicalares e os ndo radicalares. Entre os radicalares
encontra-se 0 superdxido, alcoxila, peroxila e o radical hidroxila. J& entre os ndo
radicalares encontra-se o peroxido de hidrogénio, oxigénio e acido hipocloroso. Com
relacdo as espécies reativas de nitrogénio encontram-se 0s peroxinitritos, 6xido nitroso,
oxido nitrico, &cido nitroso, nitratos e nitritos. Deve-se notar que entre os radicais livres
existem espécies mais ou menos reativas, porém, todos sdo espécies prejudiciais as
moléculas bioldgicas quando em excesso (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
SOUSA et al., 2007; BARBOSA et al., 2014; SANTA-GONZALEZ e CAMARGO,
2016; UMENO; BIJU; YOSHIDA, 2017; DAENEM et al., 2019; KHOSRAVI et al.,
2019; PRASANTH et al., 2019; AHMAD & AHSAN, 2020; BHAGERI et al., 2020).

Entre esses radicais livres o radical hidroxila (*OH) é o mais reativo e mais
prejudicial, sendo o principal agressor das bases nitrogenadas e da desoxirribose que
compdem o DNA. Essa agressdo pode causar a ruptura do DNA, permitindo assim que
mutacOes ocorram, tendo como uma das consequéncias a carcinogénese. Com base nos
riscos a saude apresentados pelos radicais livres, a busca de substancias com potencial
antioxidante tem recebido especial atencdo nos ultimos anos (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; BORGES, 2017).

3.3 Antioxidante

A resposta dos organismos ao estresse oxidativo, denominacao para o excesso de
radicais livres, compreende o0 uso de sistemas de defesa antioxidante. Os antioxidantes
sdo substancias que, em pequenas quantidades em comparacdo ao substrato oxidavel,

previnem a oxidagdo ou regeneram o substrato. O sistema antioxidante é formado pelo
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sistema enddgeno e o sistema exdgeno. O sistema antioxidante enddgeno € dividido em
dois tipos: enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema antioxidante enzimatico é composto
de enzimas como a superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007). Com
relacdo ao sistema de defesa antioxidante endégeno ndo enzimatico, este é representado
por diversas moléculas organicas como a glutationa, ubiquinona, acido urico, transferrina,
ferritina e peptideos de histidina. Além disso, temos o sistema exdgeno de antioxidantes,
que é composto por diferentes substancias obtidas basicamente da dieta, podendo citar os
carotendides (como o B-caroteno), tocoferdis (como o a-tocoferol), &cido ascorbico e
compostos fendlicos como flavonoides, poliflavondides, acidos fendlicos, acido lipdico,
taninos e outros (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007,
CUNHA et al., 2016; BORGES, 2017).

3.4 Nordeste e Bioma Caatinga

A regido Nordeste, que possui uma rica biodiversidade e apresenta como
caracteristicas climaticas precipitacdo média anual em aproximadamente 750 mm,
temperatura média de 26 °C e baixa umidade, detém um bioma de singular importancia
denominado Caatinga, termo proveniente do tupi-guarani que quer dizer mata branca. A
Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, possui uma grande variedade de plantas
medicinais, devido a alta producdo de metabdlitos secundarios como estratégia de
sobrevivéncia em um ambiente tdo indspito, pois esse bioma possui como uma de suas
caracteristicas o clima quente e semiarido, com longos periodos de estiagem (QUEIROZ
et al., 2006; ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009; MOTA, 2016). Ocupando uma
area de aproximadamente 750.000 km? e distribuindo-se pelos os estados de Sergipe,
Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Maranhdo, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Piaui e o
Norte de Minas Gerais, este bioma abrange 11% do territdrio brasileiro e 70% do territdrio
nordestino, apresentando, portanto, elevado endemismo.

A vegetacdo da regido € do tipo arbustivo-arbérea, com presenca de espinhos,
apresentando caducifolia e contendo cacticeas e bromelidceas como mais algumas de
suas caracteristicas (QUEIROZ et al., 2006; ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009;
CORDEIRO & FELIX, 2014). A literatura identificou a presenca de 22 a 119 espécies
com potencial medicinal na regido, as quais estdo distribuidas nas familias Fabaceae

(Anadenanthera colubrina), Anacardeaceae (Myracrodruon urundeuva), Sapotaceae
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(Sideroxylon obtusifolium), Myrtaceae (Syzygium cumini), Celastraceae (Maytenus
rigida), Euphorbiaceae (Croton argyrophyllus), Capparaceae (Capparis jacobinae), entre
outras (PRIMO & MACHADO, 2009; PEREIRA JUNIOR et al., 2014), as quais também
tem sido objeto de estudo do grupo de pesquisa “Plantas da Regiio Semi-Arida
Nordestina Com Fins Terapéuticos” da Universidade Federal de Sergipe, incluindo o
laboratorio de Quimica de Produtos Naturais e Bioquimica e o Laboratorio de
Biotecnologia e Quimica de Produtos Naturais e ja apresentaram importantes atividades
antioxidantes por diferentes testes.

3.5 Anadenanthera colubrina

Presente no bioma Caatinga e pertencente a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, a Anadenanthera colubrina, popularmente chamada de angico-liso ou
angico-branco, planta arborea que possui de 15 a 23 m de altura, apresenta aplicacdes
econdmicas, culturais e medicinais importantes. Sendo utilizada na medicina popular,
através de alguns preparos como infusdo e maceracdo, no tratamento de faringites,
problemas respiratorios, depurativo, homeostatico, problemas estomacais, antidiarreico,
no tratamento de inflamacdes, bronquites, tosse, entre outros. A A. colubrina apresenta
diversas outras utilidades como: arborizacdo de estradas, parques e ruas, usada na
marcenaria, carpintaria, como madeira para construcao, carvao, forragem, tingimento de
redes de pesca, lenha, para recuperacdo de areas degradadas e de mata ciliar, entre outros.
Algumas de suas propriedades medicinais sdo cientificamente comprovadas, como a
atividade antimicrobiana, antioxidante e efeitos imunomodulatorio, e estdo relacionadas
a presenca de moléculas como flavondides, quinonas, cumarinas, lignanas e taninos,
relacionadas também ao potencial antioxidante (REGO et al., 2011; CORDEIRO &
FELIX, 2014; VIANA et al., 2014; MOTA, 2016; PEREIRA, 2013). Os estudos
realizados por MOURA (2015) e SILVA, AGUIAR e FREITAS (2020) mostraram que a
Anadenanthera colubrina é uma fonte importante de compostos antioxidantes, porém,
MOURA (2015) salientou que ha necessidade de investigacdo voltado a protecdo ao
DNA.
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3.6 Capparis jacobinae

Outro exemplar encontrado na regido nordeste, bioma caatinga, € Capparis
jacobinae pertencente a familia Capparaceae. Distribuida amplamente pelo mundo, a
familia Capparaceae, subfamilias Capparoideae e Cleomoideae, é constituida de 25
géneros e cerca 500 espécies, ocorre principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
sendo 12 géneros e 28 espécies encontradas no Brasil, contabilizando 12 espécies
endémicas. Algumas das caracteristicas das plantas que compde a familia Capparaceae
sdo: fruto carnoso, folhas simples ou 3-folioladas e habito lenhoso.

A espécie C. jacobinae, vulgarmente conhecida como Ico, Ico-preto ou Ico-
verdadeiro, encontrada no bioma caatinga, € um arbusto ou arvore que possui
aproximadamente 5 m de altura, com inflorescéncias terminais racemosas e fruto
anfisarca (ndo globoso). Espécie endémica que ocorre nos estados da Bahia, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Ceara, Alagoas, Sergipe e Pernambuco, é comumente usada como
alimento, forragem, no uso veterinario, entre outros. A espécie apresenta propriedade
anti-inflamatoria e é usada no tratamento de doencas de pele, febre, problemas digestivos,
diabetes e outros (FERREIRA JUNIOR, 2011; SIQUEIRA, 2011; SOARES NETO et al.,
2014; SOARES NETO, 2015). Destaca-se aqui a inexisténcia de registro sobre a
investigacdo farmacologica desta espécie na literatura, incluindo sua atividade
antioxidante, sendo assim, é ressaltado a necessidade de pesquisas relacionados ao perfil
quimico da espécie supracitada.

3.7 Métodos antioxidantes

Os vérios métodos disponiveis para avaliar a atividade antioxidante in vitro sdo
de extrema importancia pois auxiliam os pesquisadores, direcionando a triagem de
substancias naturais e/ou sintéticas para possiveis estudos. Dificilmente havera um teste
universal pelo qual podera ser avaliada a atividade antioxidante de forma especifica e
quantitativa, pois existem diversos tipos de radicais livres e variados tipos de agdo nos
seres vivos. Assim, 0 nimero de métodos capazes de avaliar a atividade antioxidante de
forma mais rapida, precisa e eficaz tem aumentado, podendo citar ORAC (oxygen radical
absorbance capacity) baseado na captura do radical peroxila, o DPPH (peroxidacdo do
2,2-difenil-1-picrylhydrazil) que se baseia na captura do radical organico do DPPH, o
ABTS que se baseia da captura do radical orgéanico 2,20-azino-bis-(acido 3-
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ethylbenzthiazoline-6-sulfénico), o0 método da desoxirribose baseado no sequestro do
radical hidroxila, dentre outros (RUFINO et al., 2007; ALVES et al., 2010; SUCUPIRA
etal., 2012; RAJAN et al., 2020).

Considerado um método simples, preciso e de alta reprodutibilidade, o método
DPPH pode testar a atividade antioxidante de substancias puras, extratos vegetais e sucos
de frutas. Esse método avalia a capacidade de uma certa substancia em sequestrar o
radical livre nitrogenado 2,2-difenil-1- picril-hidrazil, que é uma molécula estavel com
coloragdo roxa, que se consegue através da dissolugdo do reagente em meio organico.
Porém, quando uma substancia com atividade antioxidante age como doador de elétron
ou proton ocorre a reducdo do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil a hidrazina, com mudanca de
coloracéo do roxo a amarelo palido, produzindo um decaimento da absorbancia a 515 nm.
(RUFINO et al., 2007; ALVES et al., 2010; NARANJO; VELEZ; ROJANO, 2011)

Por ouro lado, o método ORAC ¢ baseado na capacidade de um antioxidante em
inibir a oxidacdo causada pelo radical peroxila. Esse método utiliza a propriedade
fluorescente da proteina fotossintética ficoeritrina como alvo dos radicais livres e como
marcador de fluorescéncia. Nesse teste, um produto ndo fluorescente é obtido através da
reacdo do marcador fluorescente com o radical peroxila formado pela reagcdo do AAPH
[dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)] com oxigénio atmosférico. A capacidade
antioxidante é calculada da medida da area sob a curva de diminuicdo da fluorescéncia
entre o branco e aamostra, onde é verificado o tempo de inibicdo e o quanto o antioxidante
inibiu o radical, o que é medido espectrofotometricamente com emisséo de fluorescéncia
em 565 nm. Nesse teste, o0 Trolox é tido como padrdo e os resultados sdo expressos em
equivalentes de Trolox ou unidades de ORAC (VASCONCELOS et al., 2007; ALVES et
al., 2010; NARANJO; VELEZ; ROJANO, 2011).

O teste do ABTS se baseia na mudanga da coloracdo do meio reacional, que é
caracterizado pela reducdo da absorbancia em 415 nm do radical catiénico ABTSe+ (2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). Este radical é inibido por compostos
antioxidantes em meio aquoso ou organico, dependendo da amostra a ser testada, podendo
ser substancias lipossollveis ou hidrossollveis. Esse teste apesenta boa estabilidade e
reprodutibilidade e pode testar a atividade antioxidante de extratos vegetais e compostos
puros. Os resultados de absorbancia sdo obtidos de acordo com o tempo de reacgdo e
concentracdo da amostra usada apos o radical ser misturado com o antioxidante, sendo
que o resultado é expresso em razdo do Trolox utilizado como padrdo (VASCONCELOS
etal., 2007; SUCUPIRA et al., 2012).
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Assim, cada método tem uma funcdo e um tipo de radical livre alvo. Nesse
contexto, temos ainda 0 método da desoxirribose, que é especifico para determinar a
capacidade de algumas moléculas organicas em sequestrar o radical hidroxila antes que
ele ataque a desoxirribose, que é o carboidrato do DNA. O método da desoxirribose €
especifico para analisar o dano causado pela oxidacdo a desoxirribose por um agente
oxidante, podendo ser modificado para analise de outras atividades como quelante e pro-
oxidante, retirando do processo 0 EDTA e o &cido ascorbico, respectivamente. O método
é baseado na reacdo de Fenton, onde o cloreto férrico (FeCls) e 0 EDTA, na presenca de
acido ascorbico, reagem para formar o complexo Ferro(l1l)-EDTA, que reage com 0
peroxido de hidrogénio (H202) formando radicias hidroxila (OH), que atacam a
desoxirribose. O malonaldeido formado pela degradacdo oxidativa da desoxirribose,
quando aquecido em pH baixo com o acido tiobarbitdrico (TBA) produz um cromdgeno
de cor rosa. Os antioxidantes quando adicionados a essa mistura de reagdo competem com
a desoxirribose pelos radicais hidroxila formados, com isso ocorre a diminuicdo da
formagao de cor (HALLIWELL, GUTTERIDGE, ARUOMA, 1987; GIAO et al., 2008;
ALVES et al., 2010; SANTANA et al., 2013; CHEN et al. , 2016).

Esse método tem se mostrado simples e de baixo custo, mas, para resultados mais
precisos, algumas observacdes devem ser levadas em conta como por exemplo: o
composto com potencial antioxidante ndo deve reagir diretamente com o peroxido de
hidrogénio, pois se isso ocorrer ndo ha a formacéo do radical *OH. Além disso, o produto
gerado da reagéo do antioxidante com o radical hidroxila ndo deve apresentar formacao
de cor (HALLIWELL, GUTTERIDGE, ARUOMA, 1987; ALVES et al.,, 2010).
Outrossim, devido a meia-vida extremante curta e por ser altamente reativo, reagindo
préximo ao local onde foi gerado, o radical hidroxila é o mais deletério ao organismo e o
mais dificil de ser sequestrado in vivo (ALVES et al., 2010; MOURA, 2015).

Considerando todos os métodos apresentados, deve-se salientar que pode haver
diversidade nas condi¢des de ensaio dos mesmos em razdo de ajustes e modificacles, 0
que significa alteracfes no tempo de reagdo ou incubacgéo, aquecimento e concentracfes
de trabalho utilizadas, por exemplo, os quais deverao ser ajustados ainda de acordo com
os solventes e equipamentos disponiveis (HALLIWELL, GUTTERIDGE, ARUOMA,
1987; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999; GIAO et al., 2008; ALVES et al., 2010;
SANTANA et al., 2013; CHEN et al., 2016).
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4. METODOLOGIA
4.1 Reagentes

O &cido ascorbico, fosfato monobasico (NaH2POs4) e dibasico (NaH2PO4) de sodio
e cloreto férrico (FeCls) usados foram da marca Dinamica. O acido galico (AG), &cido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), &cido tricloroacético (TCA), acido tiobarbitarico
(TBA) e a desoxirribose foram da SIGMA. O perdxido de hidrogénio 10V (3%) foi da

marca Dauf.

4.2 Extratos

Para o presente trabalho, foram selecionados os extratos de A. colubrina (fracéo
acetato de etila e extrato bruto da entrecasca) e de C. jacobinae (fracdo acetato de etila e
fracdo hexanica da entrecasca) que encontravam-se armazenados a -20 °C no freezer do
Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais e Bioquimica, Departamento de Fisiologia,
sob responsabilidade do Prof. Dr. Charles Estevam, tendo sido os mesmos obtidos por
discentes de iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado do referido laboratério. Os
extratos destas plantas foram usados para implementacdo dos testes no Laboratdrio de
Biotecnologia e Quimica de Produtos Naturais, sob responsabilidade da Profa. Dra.
Brancilene Santos de Araujo, juntamente com o &cido galico (Sigma, EUA). Todos 0s
extratos disponiveis e o &cido galico foram descongelados e ressuspendidos em solvente

apropriado (etanol 50%) para as analises seguintes.

4.3 Prevencao da oxidacao da desoxirribose

Para a avaliacdo da habilidade dos extratos em prevenir o dano oxidativo
relacionado a desoxirribose, o carboidrato do DNA, foi usado o modelo de Fenton
discutido acima (CHEN et al., 2016). A mistura reacional, apresentando 2 mL no volume
total, contendo 1 mL da amostra em diferentes concentra¢des, 360 puL de desoxirribose
(0,01 mol/L), 100 pL H202 (0,01 mol/L), 10 pL de FeCls (0,01 mol/L), 100 uL de EDTA
(0,001 mol/L) em 330 L de tampdo fosfato de potassio (100 mmol/L, pH 7.4) foi agitada
por inversao trés vezes e foi incubada a 37 °C por 1 h apés a adi¢ao de 100 pL de acido
ascorbico (0,001 mol/L). Logo apods o tempo de incubacdo, 700 uL da mistura reacional

foram transferidos para um novo tubo Eppendorf onde foi adicionado 700 pL de TBA
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0,5% e 700 pL de TCA 10% com posterior agitacdo por inversdo. A absorbancia das
misturas foi determinada espectrofotometricamente a 530 nm. O &cido galico foi usado
como controle positivo. Os resultados foram expressos como média das absorbancias
obtidas (HALLIWELL; GUTTERIDGE; ARUOMA, 1987; BUDNI et al., 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado no exposto acima, 0s métodos antioxidantes tem alvo
diferenciado, de modo que o uso dos mesmos fornece um perfil a amostra quanto ao tipo
de radical que ele pode inibir (peroxila, hidroxila, radicais nitrogenados, etc). Nesse
contexto, estes métodos sdo frequentemente aplicados aos extratos e fracbes de plantas
cultivadas in vitro no Laboratério de Biotecnologia e Quimica de Produtos Naturais
(LBQPN) do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe, exceto
pelo método da desoxirribose, que precisava ser miniaturizado e padronizado para
emprego no referido laboratorio.

O DNA é composto de nucleotideos formados por bases nitrogenadas (adenina,
timina, guanina e citosina), o carboidrato desoxirribose e o grupo fosfato (Figura 4), sendo
que as bases nitrogenadas e a hidroxila na posicdo 3 do carboidrato sdo suscetiveis ao
ataque de radicais livres como o radical hidroxila (¢ OH) quando estes sdo produzidos em
abundancia nas células. No caso das células eucarioticas, se este radical chega ao nucleo
celular, ele pode provocar a quebra das fitas do DNA pela reagcdo com as bases
nitrogenadas e/ou dexorribose, sendo que neste Ultimo caso ocorre a producdo de
malondialdeido (CHEESEMAN et al., 1988; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
GIAO et al., 2008; LUQMAN; KUMAR, 2012; BORGES, 2017; CHEN et al., 2016).
Assim, para investigar o potencial de extratos e fragdes para neutralizar os radicais livres
derivados de oxigénio e minimizar a acdo destes sobre o DNA, foi desenvolvido o método
da desoxirribose (CHEESEMAN et al., 1988; GIAO et al., 2008; LUQMAN; KUMAR,
2012; CHEN et al., 2016).
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Base
Nitrogenada

Desoxirribose

FIGURA 4. Estrutura quimica do nucleotideo que constitui o DNA. A base nitrogenada
pode ser a guanina, timina, citosina ou adenina (NELSON; COX, 2008)..

O método da desoxirribose baseia-se no dano oxidativo do carboidrato do DNA
causado pela reacdo de Fenton (Figura 5) induzida no sistema Fe**-EDTA/H.02/Acido
ascorbico. Nesse caso, 0 malonaldeido produzido a partir da degradagédo do carboidrato
pode entdo ser quantificado espectrofotometricamente apods a reacdo com TBA/TCA. A
Figura 5 mostra 0 mecanismo proposto na literatura (CHEESEMAN et al., 1988) para
esta reacdo, onde o acido ascorbico funciona como um potencializador da producéo de
radicais hidroxila. Resumidamente, o Fe** sofre uma reduco a Fe?* em presenca de H20,
que dara origem ao radical peroxila *OOH (Reagdo 1). O Fe?" formado vai reagir com
uma segunda molécula de H»O» para formar o radical hidroxila *OH (Reacdo 2). Em
seguida, este radical hidroxila reagird com a desoxirribose (Reacdo 3; composto A),
inicialmente removendo o H do carbono 4 do carboidrato para formar intermediario
reativo radicalar B contendo um elétron desemparelhado no carbono 4. Este
intermediario reagira entdo com oxigénio (O2) para formar o intermediario reativo C
contendo um grupo peroxila em sua estrutura que sera reduzido ao intermediario reativo
D.

O rompimento da ligacdo entre os carbonos 3 e 4 do intermediario reativo D
provocara a abertura do anel desoxirribose com a consequente formacéo do intermediario
E, contendo uma carbonila de aldeido (C=0) no carbono 4 e um hidroxila e um elétron
desemparelhado no carbono 3. O intermediario F sera formado pela subsequente oxidacao
do carbono 3 do intermediario E, que passard de carbono de hidroxila a carbonila de

aldeido em razdo da remocao do H radicalar (*H) do carbono 3. Finalmente, o composto
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F sofre nova abertura de anel entre o oxigénio e carbono 1, devido ao tautomerismo entre

as formas ciclicas e abertas dos carboidratos, para formar o malonaldeido (MDA).

Fe" + H,0, —>» TFe*™ + HOOe + H” Reacio 1
Fe** + H,0, —» Fe*" + HOe + "0OH Reacdo 2
HOH,C O_ HOH,C O . HOH;C 0
OH’ s
— . —ell R 1 3
OH OH OH
A B (3)
HOH,C O HOH,C O
oo W & e
. OH ‘0 OH
OH “OH
0, JEB}
HOH,C O CH,OHCO,H

|.12()2..._H.0_|.|02 + Oy §| T +

a— o OH HC—CH,—CH MDA

0 F I I
: 0 0

FIGURA 5. Mecanismo proposto para a degradacédo da desoxirribose (CHEESEMAN et
al., 1988).

Uma vez que o objetivo do trabalho era implementar o método da desoxirribose
no Laboratorio de Biotecnologia com a consequente reducdo dos volumes e
concentracOes dos solventes usados, inicialmente foi testada a reducéo das concentracdes
e do volume total dos reagentes usados no protocolo de CHEN et al. (2016) para verificar
a funcionalidade do mesmo. Nesse contexto, a mistura reacional daquele trabalho tinha
volume total de 3,5 mL previamente a adicdo de TBA/TCA, sendo que no presente estudo
a mistura reacional final teve volume total de 2 mL, com a concomitante reducao pela
metade das concentragdes de todos os reagentes, exceto o tampao fosfato, que foi usado
100 mM contra 20 mM do trabalho de Chen et al. (2016). Quanto ao TBA e TCA, as
concentracOes destes reagentes foram mantidas, mas os volumes usados dos mesmos
foram reduzidos de 1 mL (1000 uL) para 700 uL. Nesse contexto, o volume final da

reacdo a ser lido no espectrofotdometro foi de 2,1 mL (700 pL da reagdo inicial + 700 pL
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TBA + 700 uL TCA), enquanto que no trabalho original esse volume total foi de 5,5 mL..
Volumes menores podem ser ainda usados, mas deve-se considerar que as reacOes
deverdo ser lidas pelo menos em duplicata. No caso do Laboratério de Biotecnologia, um
limitador foi o tamanho das cubetas disponiveis que precisam de volume minimo de 2
mL para leitura no espectrofotémetro. O uso de microcubetas ou placas de ELISA podem
garantir uma reducdo adicional dos volumes de todos os reagentes.

Com base no protocolo modificado inicialmente usado, a tabela 1 mostra que o
acido galico apresentou absor¢do média de 0,0623 + 0,0135 a 0,331 + 0,0165 para as
concentragOes variando de 2 a 5 mg/mL, cabendo novos experimentos com outras
concentracfes do acido galico para ajustar 0 mesmo com vistas a fazer uma curva de
calibracéo que cubra o intervalo de absorbancia variando de 0 a 1,000 ABS, que é a faixa
linear de absorbancia conforme a lei de Lambert-Beer. Como pode ser observado para 0s
valores individuais de cada amostra para cada concentracdo, o0 método apresentou boa
reprodutibilidade pois os trés valores de cada amostra apresentaram-se, no geral, muito

proximos uns dos outros.

Tabela 1. Resultados do teste da desoxirribose frente ao acido galico

Concentracéao Amostra  Amostra  Amostra _
Média
(mg/mL) 1 2 3
2,00 0,064 0,075 0,048 0,0623 + 0,0135a
3,00 0,133 0,137 0,108 0,1260 £ 0,0157b
5,00 0,339 0,312 0,342 0,3310 + 0,0165¢

Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. Amostras com letras
diferentes indicam que elas séo significativamente diferentes (p<0.05).

Com vistas a testar o procedimento proposto com extratos e fracGes, foram
escolhidas as plantas a A. colubrina e C. jacobinae como padrdo para teste. Nesse
contexto, a absor¢do média para a A. colubrina variou de 0,0226 + 0,0030 a 0,2226 +
0,0035 para o extrato bruto etandlico da entrecasca desta planta (AC-EB) e 0,0116 +
0,0005 a 0,2726 £ 0,0090 para a fracdo acetato de etila (AC-FAE) obtida do extrato bruto
etanolico da entrecasca de A. colubrina. Embora tenha-se observado uma boa
reprodutibilidade do método para o extrato e a fracdo, o0 AC-EB ndo atendeu ao
comportamento esperado para os valores de absorbancia com base na lei de Lambert-

Beer, que informa que absorbancia ¢é diretamente proporcional a concentracdo. Da tabela
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2, observa-se que os valores de absorbancia para as concentragdes de 0,25 e 0,50 mg/mL
e também 4 e 6 mg/mL néo diferiram significativamente (p>0.05). Isto pode se dever ao
comportamento sinergistico dos diferentes compostos presentes no AC-EB, que podem
estar inibindo a reacéo, cabendo por exemplo, uma agitacdo mais vigorosa para separar
0s mesmos e permitir um melhor contato do AC-EB com os componentes da mistura
reacional.

A AC-FAE apresentou comportamento cinético esperado pela Lei de Lambert-
Beer, com a proporcionalidade da concentragdo versus a absorbancia sendo respeitada. A
fracdo é resultado do particionamento do AC-EB, de modo que hd menos compostos na
mesma e, consequentemente, é teoricamente o sinergismo e/ou antagonismo entre as
substancias presentes no meio, facilitando a interacdo dos mesmos com a mistura
reacional. Entretanto, ndo foi possivel calcular o equivalente de &cido galico visto que a
curva de calibragdo deste padrdo ndo foi estabelecida em razdo da interrupcdo dos

trabalhos laboratoriais em razdo da pandemia.

Tabela 2. Resultados do teste da desoxirribose frente ao extrato bruto (EB) e fracéo
acetato de etila (FAE) de Anadenanthera colubrina (AC).

Concentragdo Amostra Amostra Amostra

EXTRATO Média
(mg/mL) 1 2 3

0,25 0,026 0,020 0,022 0,0226 + 0,0030a

0,50 0024 0,023 0,024 00236+ 0,0005a

AC-EB 2,00 0,102 0,096 0,100 0,0993 + 0,0030b
4,00 0,195 0,177 0,178 0,1833 +0,0101c

6,00 0,226 0,219 0,223 0,2226 + 0,0035d

0,25 0,011 0,012 0,012 0,0116 + 0,0005a

0,50 0,018 0,017 0,018 0,0176 = 0,0005a

AC-FAE 2,00 0,077 0,078 0,078 0,0776 + 0,0005b
4,00 0,168 0,125 0,140 0,1443 +0,0218¢c

6,00 0,283 0,269 0,266 0,2726 = 0,0090d

Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. Amostras com letras
diferentes indicam que elas sdo significativamente diferentes (p<0.05)

A tabela 3 apresenta os resultados observados para as fracGes hexanica (CJ-HX)
e acetato de etila (CJ-FAE) obtidas do extrato etandlico bruto da entrecasca de C.
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jacobinae. A CJ-HX teve absorbancias variando de 0,0176 + 0,0040 a 0,9796 + 0,0508,
com boa reprodutibilidade e absorbancias se estendendo por todo o intervalo linear de
absorbancia de acordo com a Lei de Lambert-Beer (0 a 1,000 ABS). A CJ-FAE também
apresentou boa reprodutibilidade neste intervalo com absorbancias variando de 0,0140 +
0,0121 a0,7213 £ 0,0080. As concentra¢des mais baixas (0,25 e 0,50 mg/mL) da CJ-FAE
apresentaram resultante similar, ndo diferindo estatisticamente. Acima destes valores, 0s
valores médios de absorcdo observados foram diferentes e obedeceram ao
comportamento esperado pela lei de Lambert-Beer, isto é, absorbancias proporcionais as

concentrag0es, o que foi observado para todas as concentragdes da CJ-FH.

Tabela 3. Resultados do teste da desoxirribose frente as fracGes acetato de etila
(FAE) e hexanica (FH) de Capparis jacobinae (CJ).

Concentracdo Amostra Amostra Amostra

EXTRATO Média
(mg/mL) 1 2 3
0,25 0,022 0,017 0,014 0,0176 + 0,0040a
0,50 0,031 0,029 0,031 0,0303 £ 0,0011a
CJ-FAE 2,00 0,215 0,196 0,264 0,2250 £ 0,0350b
4,00 0,466 0,461 0,474 0,4670 + 0,0065c
6,00 0,921 1,010 1,008  0,9796 + 0,0508d
0,25 0,001 0,016 0,025 0,0140 +0,0121a
0,50 0,036 0,049 0,060 0,0483 + 0,0120b
CJ-FH 2,00 0,237 0,232 0,251 0,2400 + 0,0098c
4,00 0,505 0,519 0,508 0,5106 + 0,0073d
6,00 0,729 0,713 0,722 0,7213 + 0,0080e

Analise estatistica: ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey. Amostras com letras
diferentes indicam que elas séo significativamente diferentes (p<0.05).

6. CONCLUSAO

Apesar dos resultados ndo serem conclusivos em razdo da interrupcdo dos
trabalhos experimentais em razdo da pandemia, foi possivel verificar que a metodologia
proposta funcionou, uma vez que foi verificada a reprodutibilidade da analise, visto que

os valores de absorbancia das 3 repeticdes de cada amostra foram, no geral, semelhantes.
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A reducdo da concentracdo dos reagentes, importante para a reducdo do consumo dos
mesmos, ndo interferiu nos resultados como mostrado pela reprodutibilidade do método.
E preciso definir quais as concentra¢des do 4cido galico ideais para o teste com vistas a
construir a curva de calibracdo que vai permitir quantificar a atividade antioxidante das

amostras, estabelecendo o potencial protetor da desoxirribose para as mesmas.
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