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PROSPECCAO DE ANTIOXIDANTES EM Alternanthera maritima
(PLANTA innatura E OBTIDA POR CULTURA DE CELULAYS)

Resumo

Este estudo teve por objetivo a busca de substdncias com propriedades antioxidantes
acumuladas em Alternanthera maritima (planta in natura e obtida por cultura de células).
Para tanto adequou-se metodologia de ensaios in vitro (ensaios [3-caroteno em CCDC, fendis
totais pelo méodo de FolinCiocalteu, reducdo do radicad DPPH, ORACE e
guimiluminescéncia) para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos (etandlico
e aquoso), fragdes e substancias isoladas de A. maritima. O estudo fitoquimico foi guiado pela
atividade antioxidante, sendo isolados por métodos cromatograficos diversos (CCC, CCDC e
CLAE) e identificados empregando-se a CLAE-UV/DAD por comparacdo com substancias
padréo e/ou espectrometria de massa (IES-EM) nove flavondides. duas agliconas (Quercetina
—A23 e 3-metoxi quercetina —A1l); trés O-glicosilados (Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil
(1® 6)-b-D-galactopiranosideo  —A16; Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil  (1® 6)-b-D-
glucopiranosideo —A20 e Quercetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)-b-D-glucopiranosideo —A17)
e quatro C-glicosilados (Vitexina —A14; 2" -O-a-L-ramnopiranosilvitexina -A18; 2" -O-a-L-
glucopiranosilvitexina —A19; 5,7 diidroxi-4 -metoxiflavona-8- O-a-L-ramnosil (1® 2)-C-b-
D-glucopiranosideo —A21). Quanto a cultura de células foram obtidos os extratos de A.
maritima cultivada em dois meios de culturas (T11l e T43) e estes extratos também
apresentaram atividade antioxidante, porém com menor intensidade que os da planta in
natura. Desta maneira, no estudo fitoquimico guiado pela atividade antioxidante foi possivel
observar a presenca de flavondides como constituintes majoritarios ros extratos ativos de A.
maritima. (planta in natura e obtida por cultura de células). Os flavono6ides C-glicosilados
isolados apresentaramse pouco ativos (ORACg) ou sem atividade (DPPH e
guimioluminescéncia). Os agliconas foram 0s gque apresentaram melhor atividade em todos os
métodos, enquanto os flavondides O-glicosilados apresentaram-se consideravelmente ativos
nos metodos DPPH, ORACE_ e quimioluminescéncia livre de células. Quanto a relacéo
estrutura-atividade, a presenca do grupo catecol na estrutura demonstrou ser fator importante
para atividade antioxidante, bem como o fato de ser C- ou O-glicosidio. Em ensaios de
citotoxicidade in vitro frente a polimorfonucleares (teste de exclusdo com Azul de Tripane
atividade da Lactato Desidrogenase), nenhum dos extratos e flavondides estudados
apresentouse toxico. Assim procedeuse 0 estudo com A. maritima para a busca de
antioxidantes naturais de maneira a contribuir para a obtencéo de novas fontes de insumo para
as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia

Palavras chave: Alternanthera maritima, Amaranthaceae, Atividade antioxidante,
Flavondides, Cultura de células vegetais.



ANTIOXIDANT PROSPECTION IN Alternanthera maritima
(in natura PLANT AND FROM CELL CULTURE)

Abstract

The objective of this study was the search of antioxidants compounds accumulated in
Alternanthera maritima (in natura plant and from cell culture). For that, in vitro assays were
adapted (13-carotene bleaching in TLC assays; total phenol content by Folin-Ciocalteu; DPPH
radical reduction; ORACE.; and chemiluminescence assays) for the evaluation of the
antioxidant capacity of the crude extracts (ethanolic and aqueous), fractions and isolated
substances of A. maritima. The phytochemical study was guided by the antioxidant activity,
being isolated by chromatographic methods (CCC, TLC and HPLC) and identified using
HPLC-UV/DAD by comparison with standard compounds and/or mass spectrometry (ESI-
MS) nine flavonoids: two aglycones (Quercetin —A23 and Quercetin 3-methyl ether —A11);
three O-glycosides (Isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnosyl (1® 6)-b-D-galactopyranoside —A16;
Isorhamnetin 3-O-a-L-rhamnosyl (1® 6)-b-D-glucopyranoside —A20 e Quercetin 3-O-a-L-
rhamnosyl (1® 6)-b-D-glucopyranoside —A17) and four C-glycosides (Vitexin —A14; 2" -O-a -
L-rhamnopyranosyl-vitexin —A18; 2" -O-a-L-glucopyranosyl -vitexin —A19; 5,7 dihydroxi-4 -
methoxiflavone-8- O-a-L-rhamnosyl (1® 2)-C-b-D-glucopyranoside —A21). About the cell
culture, the extracts of A. maritima were obtained in two culture mediums (T11 and T43) and
these extracts also showed antioxidant activity, but with lower intensity thanin natura plant.
This way, in the bioassay-guided fractionation it was able to observe the presence of
flavonoids as major constituents in the active extracts of A. maritima (in natura plant and
from cell culture). The isolated C-glycosides flavonoids have shown low activity (ORACR.)
or no activity (DPPH and chemiluminescence). The aglycones have shown the best activity in
al of the methods, while the Oglycosides flavonoids showed considerably active in the
DPPH assay, ORACH and chemiluminescence free of cell. About the structure-activity
relationship, the presence of the cathecol group in the structure showed to be an important
factor for the antioxidant activity, as well as the fact of being O or C-glycosides. In the in
Vvitro cytotoxicity assays against polymorphonuclears (Tripan Blue exclusion test and Lactate
Dehydrogenase activity), none of the extracts or isolated flavonoids were toxic. So, the study
with A. maritima was proceeded to search for natural antioxidants to contribute for the
obtention of new sources for the pharmaceutical, cosmetical and food industries.

Key words: Alternanthera maritima, Amaranthaceae, Antioxidant activity, Flavonoids, Plant
cell culture.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade a utilizacdo de produtos naturais demonstrou ser uma alternativa
para o tratamento de enfermidades (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000;2003). O
conhecimento sobre as propriedades terapéuticas de plantas medicinais muitas vezes era a

maneiramais acessivel para se obter alivio e/ou cura de doencas.

Segundo Veiga Jr., Pinto e Maciel (2005) define-se planta medicinal como sendo todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos. Tais substéncias estdo relacionadas aos metabdlitos gerados pelo
vegetal em seu ciclo vital, com énfase para os metabdlitos secundarios, dada sua importancia
terapéutica ou suatoxicidade (YAMADA, 1998; MANCINE, 1996).

Atuamente observa-se um aumento no uso de fitotergpicos, alimentos nutracéuticos e
produtos derivados de plantas pela populagéo. Entretanto, estudos visando o desenvolvimento
de produtos naturais e fitoterapicos validados, seguros e eficazes, e que apresentem qualidade
diada a0 uso sustentavel so cada vez mais necessérios (SIMOES et al., 2004; YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

Até 1993, cerca de 120 substancias quimicas, derivadas de 90 espécies vegetais, eram
consideradas como importantes farmacos utilizados em diversos paises, das quais pouco mais
de 70% eram frutos de estudos de isolamento de ativos direcionado pelo conhecimento
popular (BUTLER, 2004; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

Nos paises industridizados estimase que 25% dos medicamentos prescritos e
registrados contenham como ativos extratos vegetais e/ou substancias puras ou modificadas
oriundas de plantas medicinais. Por exemplo, nos Estados Unidos, mais de 50% dos farmacos
utilizados derivam de produtos naturais (BUTLER, 2004; NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2000).

Em paises em desenvolvimento cerca de 65 a 80% da populagdo utiliza-se de plantas

medicinais como fonte de fa&rmacos, muitas vezes, sem nenhum embasamento cientifico,



pratica esta que pode dar origem a intoxicagdes agudas ou crénicas, podendo até mesmo levar
o individuo a 6bito (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006; VEIGA J; PINTO; MACIEL,
2005). No Brasil isto também € uma redidade, agravada por se ter no pais uma rica
biodiversidade com espécies vegetais ainda ndo descritas taxonomicamente, com valor

intrinseco potencial e que ndo foram estudadas em termos quimicos e biol 6gicos.

Por outro lado, o estudo e a purificacdo dos componentes da planta intacta requerem
muitas etapas e sd0 processos normalmente demorados, devido a presenca de pigmentos,
polimeros como a celulose etc. Para a utilizacdo econdmica de compostos derivados de
plantas seria necess&rio superar algumas limitagdes, tais como: a pequena quantidade do
principio ativo no extrato da planta; a separacéo do composto desegjado, que além de ser um
processo demorado, pode ser de alto custo financeiro; a concentragdo do composto desejado
gue depende, na maioria das vezes, das condices climéticas e fisioldgicas das plantas; e o
fato de algumas espécies vegetais serem endémicas e crescerem em lugares geograficamente

ou politicamente inacessivels.

Uma aternativa que pode contribuir para a solu¢éo de algumas destas dificuldades
pode ser 0 uso da cultura de células e tecidos vegetais (RAMAWAT; MERILLON, 1999) que
apesar de apresentar certos empecilhos (condicbes do meio de cultivo; balanco entre
reguladores de crescimento; reprodutibilidade a planta in natura) apresentam vantagens tais
como: as condicBes de crescimento sdo controladas e por isto, ha uma reprodutibilidade no
rendimento do produto final desgjado; as culturas in vitro admitem o uso de precursores
exogenos e de estimuladores ou indutores (fisicos, quimicos e biologicos) da biossintese de
substancias micromoleculares; as culturas de células de plantas podem ser uma excelente

fonte de enzimas, com biocacumulacédo enzimatica superior a plantain natura.

Dentre as substancias naturais com propriedades terapéuticas acumuladas em vegetais,
os polifendis merecem destaque. Esta classe de produtos naturais vem sendo objeto de estudos
face as suas potenciais propriedades antioxidantes, o que pode resultar em diferentes
atividades farmacoldgicas em consequéncia da capacidade de sequiestrar radicais livres e
também contribuir para a quimioprevencdo de doencas relacionadas com o estresse oxidativo
(doencas degenerativas, cardiovasculares, inflamatorias) (KIM et a., 2004; MARRONI,
2002).



Dentre as familias de plantas existentes na flora brasileira témse a familia
Amaranthaceae que apresenta espécies capazes de acumular substéncias fendlicas como
metabdlitos secundarios (FERREIRA; DIAS, 2004; 2000; SALVADOR; DIAS, 2004;
BROCHADO et a. 2003; POMILIO et a., 1992). Em estudos prévios com Alternanthera
maritima observou-se a presenca de substancias polifendlicas, porém, até 0 momento néo
foram encontrados na literatura estudos relacionados a investigagdo da sua capacidade
antioxidante. Deste modo, neste estudo avaliouse 0 potencial antioxidante de extratos de A.
maritima (plantain natura e obtida por cultura de células) visando a obtencédo de novas fontes

de insumos para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osprodutos naturais e a quimica de plantas medicinais

A histéria do desenvolvimento das civilizagbes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizacdo de produtos naturais na salide humana, com destaque para a
civilizacdo Egipcia, Greco-romana e Chinesa (VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Os primeiros relatos do uso de plantas medicinais datam de 2600 a.C., na
Mesopotamia, onde aproximadamente 1000 produtos derivados do reino vegeta eram
utilizadas com fins medicinais. Na medicina egipcia foi relatada a existéncia do “Ebers
papirus”’, datando de 1500 a.C., neste documento estavam documentados mais de 700
produtos terapéuticos naturais, incluindo formulagbes para gargargos, inaantes, infusdes,
pilulas e unguentos que eram veiculados com leite, vinho emel. Na China encontram-se
também varios relatos do uso de plantas medicinais, tais como: a Materia Medica (~1100
a.C.), seguido de trabalhos como o Shennong Herbal (~100 a.C., 365 drogas) e o Tang Herbal
(659 d.C., 850 drogas). Também com grande destaque surgia na india, em meados de 1000
aC. a medicina Ayurvedica, onde estdo relacionadas aproximadamente 850 medicacoes
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).

No mundo Ocidental os gregos também contribuiram para o desenvolvimento de
produtos derivados de plantas. O filésofo e naturalista Theophrastus em 300 a.C. relacionou a
gualidade das ervas medicinais com as ateracbes nas suas caracteristicas a partir do cultivo
das mesmas. O grego Dioscorides, através de suas viagens pelo velho mundo, reconheceu,
coletou e utilizou diversas ervas medicinais, sendo considerado por muitos como um dos
maiores representantes da ciéncia das plantas medicinais no mundo antigo. Em Roma, Galeno
praticou e lecionou farmacia e medicina e publicou cerca de 30 livros nesta area do
conhecimento. Ja na | dade Média, nos monastérios de paises como Inglaterra, Irlanda, Franca
e Alemanha ainda se mantinham este conhecimento adquirido no mundo Ocidental, porém,
foram os érabes, juntamente com os chineses e indianos, 0s responsaveis pela expansdo desta
sabedoria. Os arabes foram também os primeiros a estabelecerem suas proprias drogarias em
meados do século oito (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).



No Brasil, os médicos que aqui chegaram nos havios da colonizagdo portuguesa ndo
tardaram a perceber a importancia dos remédios indigenas. Em 1576, Gabriel Soares de
Souza, cronista da histéria brasileira, ja tratava os produtos medicinais agui utilizados como
“as érvores e ervas da virtude’. N&o menos importante que os remédios indigenas foram os
corantes extraidos do Pau-Brasil, que se tornaram um dos principais produtos de exportacéo
(VIEGAS J.; BOLZANI; BARREIRO, 2006; PINTO et a., 2002).

O profundo conhecimento das propriedades dos produtos naturais por estes povos
primitivos foi, e ainda € extremamente importante para o descobrimento de substancias com
atividades biolégicas. Foi através da observacdo e da experimentacdo realizadas por estes
povos que as potenciais propriedades terapéuticas e nutracéuticas de muitas plantas foram
sendo descobertas e propagadas de geracéo em geracéo (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Apesar deste vasto conhecimento adquirido ao longo do tempo, muitas vezes as
propriedades terapéuticas anunciadas ndo possuem validade cientifica, por ndo terem sido
investigadas, ou por ndo terem tido suas acbes farmacol 6gicas comprovadas cientificamente
(BUTLER, 2004). Assim, o estudo sistematico e detalhado de plantas medicinais fazse
necessario, podendo muitas vezes ser direcionado pelo conhecimento popular ou por
bioensaios, a fim de se comprovar a atividade biologica, bem como identificar, isolar e

caracterizar os principios ativos mgjoritarios (MACIEL et a., 2002).

Neste contexto iniciaram-se os estudos cientificos com produtos naturais, a fim de

avaliar suas propriedades quimicas e bioldgicas e caracterizar seus componentes.

A gquimica das plantas medicinais teve seu inicio em meados de 1800. Nesta época a
guimica se estabelecia como ciéncia moderna com os trabalhos de Lavoisier e Berzelius.
Nesta época, 0s quimicos estudavam as plantas medicinais, dedicando-se a principalmente ao
isolamento e & determinagdo estrutural dos constituintes quimicos (YUNES; CECHINEL
FILHO, 2001).

O inicio do processo de extragdo de principios ativos de plantas é marcado pelo
isolamento da morfina de Papaver somniferum em 1803 pelo farmacéutico Friedrich
Sertlirner. Posteriormente, do mesmo vegetal, isolou-se a codeina em 1932 por Robiquet e a

papaverina em 1948 por Merck. Pode-se mencionar também outras substancias como a



quinina e quiniding, isoladas de Cinchona spp, em 1819 e a atropina, isolada de Atropa
belladona, em 1831 (VIEGAS Jr.; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Da Ephedra sinica, planta
conhecida pelos chineses desde 2800 a.C., isolou-se a efedrina por Nagai, em 1887, a qual

ainda € usada clinicamente como um potente agente broncodilatador (YUNES; CECHINEL

FILHO, 2001).

Atualmente, com 0 avanco cientifico e tecnolégico, observa-se um desenvolvimento
considerdvel de métodos e equipamentos de andlise e a quimica de produtos naturais
progrediu consideravel mente com a gjuda destas ferramentas analiticas modernas, tornando-se
crescente 0 numero de trabalhos fitoguimicos envolvendo a busca de produtos naturais
bioativos (PINTO et a. 2002).

2.2 Consideracbes gerais sobre a familia Amaranthaceae e 0 género
Alternanthera

A familia Amaranthaceae foi estabelecida em 1789 por A. L. Jussieu (SIQUEIRA,
1994/1995). Esta familia pertence a classe das Magnoliopsida e a ordem Caryophyllales e &
constituida de aproximadamente 1000 espécies estando estas inseridas em 65 géneros sendo
gue 14 destes ocorrem em territorio brasileiro, podendo ser encontrados na Mata Atlantica
(SIQUEIRA, 1990), nos cerrados e campos rupestres (SIQUEIRA, 1994/1995; 1989).

A familia Amaranthaceae subdivide-se em quatro tribos: Celosieae, Achyrantheae,
Braylineae e Gomphreneae (SIQUEIRA, 1994/1995) sendo que no Brasil encontram-se

apenas as tribos Celosieae, Achyrantheae e Gomphreneae (Tabela 1).



Tabela 1: Distribuico dos géneros da familia Amaranthaceae que ocorrem no Brasil nas respectivas tribos.

CELOSIEAE ACHYRANTHEAE GOMPHRENEAE
Celosial. Achyranthes L. Alternanthera Forsskal.
(50, 3) (6,2) (80, .30)
Amaranthus L. Blutaparon Raf.
(60, 10) 4,2
Cyathula Lour. Froelichia Moench.
(20, 2) (12, 3)
Chamissoa H. B. K. Gomphrena L.
(2.2) (120, 46)
Herbstia Sohmer. Iresine P. Br.
(monotipi co/monoespecifico) (80, 5)
Pfaffia Mart.
(50, 20)
Pseudoplantago Susseng
(monotipico/monoespecifico)
Quaternella Pedersen
(monotipico/monoespecifico)

*The American Chemical Society, 1907 a 2007; O primeiro nimero refere-se a0 nimero de espécies que
ocorrem no género e o0 segundo as que ocorrem no Brasil, respectivamente.

Flavondides, esterdides, terpendides, saponinas e acadides foram descritos em
estudos fitoquimicos realizados com espécies da familia Amaranthaceae (FERREIRA; DIAS,
2004; 2000; FERREIRA et a., 2004; SALVADOR; DIAS, 2004; SALVADOR et a., 2004;
BROCHADO et a. 2003; POMILIO et a., 1992; PATTERSON; XU; SALT, 1991; ZHOU,;
BLASKO; CORDELL, 1988). Entretanto a familia continua praticamente intocada sob o
ponto de vista fitoquimico.

O estudo com espécies de Amaranthaceae pode ser justificado pela diversidade
estrutural dos constituintes quimicos, complexidade taxondémica, importancia alimenticia, e
medicinal, apresentando agumas atividades biolégicas tais como antineoplasica,
antimicrobiana, antiinflamatoria, analgésica, imunomodulatoria, diurética etc. Quanto a
atividade antioxidante, alguns trabalhos tem sido realizados com espécies de Amaranthaceae,
estando relaciorados na maioria das vezes com seu contetido fendlico (Tabela 2). Entretanto
poucas espécies de Amaranthaceae tém sido estudadas explorando este potencial
(SALVADOR et d., 2006; CAl; SUN; CORKE, 2003;2005).



Tabela 2: Espécies da familia Amaranthaceae estudadas quanto a atividade antioxidante.

ESPECIE ATIVIDADE SUBSTANCIAS REFERENCIA
ANTIOXIDANTE/ METODO | IDENTIFICAD BIBLIOGRAFICA
EMPREGADO AS
Amaranthus caudatus Positiva/b-caroteno-ac. linoleico Fendlicos Klimczak; Malecka;
Amaranthus paniculatus | Positiva/b-caroteno-ac. linoleico Pacholek (2002)
Amaranthus hybridus Positiva (Baixa atividade)/DPPH - Iwalewa et al. (2005)
Celosia argentea Negativa/DPPH
Amaranthus sp. Positivallnibicdo da - Lindsey; Motsei; Jager
lipoperoxidagéo (2002)
Amaranthus paniculatus | Positiva/Quimioluminescéncia- - Haque et al. (2006)
luminol, ABTS
Alternanthera sessilis Positiva/DPPH, Inibicdo da Fendlicos Shyamala et al. (2005)
lipoperoxidagéo
Amaranthustricolor Positiva/DPPH Betalainas Cai; Sun; Corke
Amaranthus cruentus (Betacianinase (2005) / Cai ; Sun;
Amaranthus powellii Betaxantinas) Corke (2003)
Iresine herbstii
Celosia cristata
Gomphrena globosa
Celosia plumosa
Alternanthera tenella Positiva/lORAC Flavondides Salvador et al. (2006)
Amaranthus paniculatus Positiva (principalmente A. Fendlicos Amin; Norazaidah;
Amaranthus gangeticus | blitum)/b-caroteno-ac. linoleico, Hainida (2006)
Amaranthus blitum DPPH
Amaranthusviridis
Amaranthus hybridus Positiva (Baixa Fendlicos Chitindingu et al.
atividade)/DPPH, FRAP (2007)
Achyranthes aspera Positiva (Baixa Fendlicos Surveswaran et al.
atividade)/DPPH, ABTS, FRAP | (Baixo conteido) (2007)
Pfaffia glomerata PositivalTBARS - De Souzaet a. (2005)

- foram avaliados somente extratos destes vegetais, as substancias presentes nos extratos ndo foram
caracterizadas.

O género Alternanthera, objeto deste estudo, apresenta algumas espécies exclusivas do
ecossistema de restinga, aparecendo tanto nos corddes arenosos e rochosos como também nas
dunas, sendo, portanto, especies indicadoras pioneiras da ante-praia (SIQUEIRA, 1994/1995).
Por outro lado, algumas espécies apresentam cardter cosmopolita, sendo encontradas em
diferentes ambientes como cerrado, campos rupestres, beiras de rio e centros urbanos. Este
género contém 80 espécies, sendo que destas, 30 ocorrem no Brasil (SIQUEIRA;
GUIMARAES, 1984).



O género Alternanthera, juntamente com Gomphrena e Pfaffia, s8o os que mais se
destacam dentro da tribo Gomprheneae, tanto pelo numero de espécies quanto pelas
atividades bioldgicas apresentadas. O género Alternanthera tem-se mostrado rico em espécies
promissoras quanto a atividade antiinflamatéria (BROCHADO et a., 2003), analgésica
(MACEDO et d., 1999; DE SOUZA et al., 1998), imunomodulatoria e antitumoral
(GUERRA et al., 2003), diurética (CALDERON; GARCIA ASEFF;, FUENTES, 1997),
antimicrobiana (CANALEZ-MARTINEZ et a., 2005; SALVADOR et d., 2004; 2003), anti-
virus HIV (LAGROTA et al., 1994; ZHANG et al., 1988), hepatoprotetora (LIN et al., 1994),
antimalaria (MESA et al., 1998), antioxidante (SALVADOR et al., 2006; SHYMALA et al.,

2005), entre outras.

Algumas espécies de Alternanthera sdo utilizadas na medicina popular para uma
variedade de fins como: A. brasiliana (infuso das flores) empregada no combate a tosse; A.
pungens (plana tal) empregada no tratamento de sifilis e moléstias cutaneas; A. tenella
(infusdo das folhas) usada como diurético e A. bettzichiana (plana total) empregada como
analgésico e anti-pirético (SIQUEIRA, 1987; SIQUEIRA; GUIMARAES, 1984).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies de Alternanthera mostraram a
ocorréncia de alcaloides, esterdides, flavondides, saponinas e terpendides como metabdlitos
secundarios (Tabela 3).

Tabela 3: Principais classes de produtos naturais identificadas em espécies do género Alternanthera
(Gomphreneae, Amaranthaceag).

ESPECIES CLASSE DOS REFERENCIAS
CONSTITUINTES BIBLIOGRAFICAS
QUIMICOS
Alternanthera amoema Alcal6ides Saenz et a. (1970)
Alternanthera brasiliana Esteroides, flavondides e Brochado et al. (2003); Macedo
terpendides et al. (1999); Patterson; Xu; Salt
(1991)
Alternanthera caracasana Cumarinas Canales-Martinez et al. (2005)
Alternanthera canescens,

Alternanthera caracasana,

Alternanthera flavescens, Esteréides Patterson; Xu; Salt (1991)

Alternanthera halimifolia,
Alter nanther a paronychioides

Alter nanthera ficoidea Alcaléides e benzenbide Sacena (1975); Griffiths (1959)




Continuagéo databela 3.

ALTERNANTHERA MARITIMA

ESTEROIDES, SAPONINAS,
FLAVONOIDES
(AGLICONAS,O-
GLICOSIDEOSE C-
GLICOSIDEOS)

SALVADOR; DIAS (2004);
SALVADOR ET AL. (2004);
PATTERSON; XU; SALT
(1991); SALT ET AL. (1991)

Alternanthera nodiflora

Hidrocarbonetos

Mathams; Sutherland (1952)

Alternanthera philoxeroides

Acidos carboxilicos, betalainas,
esteroides, flavonodides,
isoflavondides, proteinas,
saponinas e terpendides

Blunden et al. (1999); Gerald et
al. (1999); Battha; Paes (1996);
He; Meng (1995); Dewanji;
Matai (1996); Zhou; Blasko;
Cordell (1988); Dogra; Ojba
(1978); Zielske; Simons; Silverst
(1972)

Alter nanthera polygonoides

Betalainas

Blunden et al. (1999); Gerald et
al. (1999)

Alternanthera pungens

Alcal6ide, antraquinonas,
esteroides, flavondides, ionones,
saponinas e terpendides

Ragasa; Tremor; Rideout (2002);
Calderon; Garcia Aseff; Fuentes
(1996); Ruiz et a. (1996); De
Rutz; Fusco; Ruiz (1993); Ruiz et
a. (1991); Gupta; Sascena
(1987); Dogra; Jha; Mishra
(1977)

Alternantherarepens

Saponinas

Sanoko et al. (1999)

Alternanthera sessilis

Carotendides, esterdides, ésteres
graxos, flavonoides,
hidrocarbonetos, lipideos,
saponinas e terpendides

Bhaskarachary et al. (1995);
Sahu; Chakrabarty (1993);
Sridhar; Laks (1993); Penders;
Kapundu; Delaude (1992);
Kapundu; Lami ; Delaude (1986);
Baruah; Sarma (1984); Sinha;
Arora; Wahi (1984); Jou et al.
(1979); Agrawal; Jain (1978);
Dogra; Jha; Mishra (1977); Lin;
Chen (1975); Jansz et al. (1974)

Alternantheratenella Colla

Flavondides

Salvador et al. (2006)

Alternanthera versicolor

Betacianinas

Piattelli; Minale (1964)

A espécie Alternanthera maritima (Mart.), St. Hil., € uma herbacea encontrada
normamente nas areias das praias do litoral brasileiro (HENRIQUES; MEIRELLES; HAY,

1984; SIQUEIRA; GUIMARAES, 1984).

Apesar de ndo ser usada na medicina popular, em trabalhos prévios seus extratos
apresentaram  atividade artibacteriana, antifungica,
imunomodulatoria, sendo verificada a ocorréncia de flavonoides, acadides, esterdides e
saponinas nos extratos bioativos (SALVADOR,; 2005; SALVADOR et a. 2003). Quanto as
substancias isoladas de A. maritima outros estudos também relataram a presenca de
esterdides, saponinas e flavondides (SALVADOR; DIAS, 2004; PATTERSON; XU; SALT,

1991; SALT et d., 1991).

tripanocida,

leishmanicida e



Em relacdo aos estudos biotecnol 6gicos, algumas espécies de Amaranthaceae ja foram
estudadas na tentativa de serem desenvolvidas culturas de células destes vegetais. Quintero
Ruiz e Valadez (1985) e Castafieda e Ruiz (1991) estudaram as culturas de células de
Gomphrena globosa. Dentro do género Alternanthera Macedo et a. (1999) estudou as
culturas de calos de A. brasiliana visando obter extratos das culturas que apresentassem
atividade farmacolégica. Mudalige e Longstreth (2006) estabeleceram condicbes de cultivo
para cultura de células em suspensdo de A. philoxeroides e avaliou o efeito da salinidade
sobre 0 mecanismo fotossintético deste vegetal. Silva et a. (2005) avaliaram o efeito de

fatores de crescimento e daradiacdo UV A sobre a producéo de pigmentos em A. brasiliana.

Quanto a A. maritima culturas de células deste vegetal também foram estabelecidas
em dois meios de cultura (T11 e T43 — composicao na p. 42), e foi verificado que os extratos
obtidos destas culturas de células mantiveramse ativos frente a bactérias, fungos e
amastigotas de Leihmania (L.) amazonensis (SALVADOR, 2005; SALVADOR et a.,2003).

Devido ao fato desta espécie estar distribuida nas restingas e corddes arenosos do
litoral brasileiro, este vegeta estd sujeito e adaptado a diferentes fatores edaficos como
sdinidade, altas taxas de luminosidade e variacdo de temperatura que podem ser
desencadeadores de estresse oxidativo. Assim estes fatos incentivaram este estudo para a

prospeccdo de antioxidantes em A. maritima (plantain natura e obtida por cultura de células).

2.3 Consider aghes ger ais sobr e estresse oxidativo e atividade antioxidante

A vida em aerobiose se caracteriza pela continua producéo de radicais livres que é
contrabalancada pelo consumo de defesas antioxidantes ndo enziméticas e pela atividade das
enzimas antioxidantes. Assim, em condi¢fes fisiologicas, ha equilibrio entre agentes pro-
oxidantes e as defesas antioxidantes. Quando esse equilibrio € rompido em favor dos agentes
oxidantes, diz-se que a célula ou organismo se encontra sob “estresse oxidativo”, com
potenciais danos ao sistema biolégico (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Segundo Llesuy (2002) se considera um radical livre qualquer espécie quimica capaz

de existir independentemente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados. A



presenca destes elétrons desemparelhados confere a esta espécie um caréter paramagnético,

ou sgja, uma alta reatividade e uma pequena meia-vida.

Os principais radicais livres envolvidos no processo de estresse oxidativo sd0 0s
radicais de oxigénio, ou espécies reativas de oxigénio (EROs). Entre as EROs encontram-se
os radicais: hidroxila (-OH); superéxido (O2); peroxil (ROO-); acoxil (RO-) e perdxido de
hidrogénio (H.O, — ndo radicalar). Existem também outros radicais envolvidos como os

radicais de nitrogénio, alguns metais de transicao, entre outros (MARRONI, 2002).

No organismo, a producdo destes radicais livres est4 envolvida em varios processos
fisiolégicos como producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. Porém, se a producéo
de radicais livres supera a capacidade antioxidante em um sistema vivo, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) podem reagir com lipidios, proteinas, enzimas e com
0 DNA, conduzindo a dano estrutural e/ou funcional nas células, enzimas e material genético
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Desta maneira, varias patol ogias incluindo o cancer, doencas cardiovasculares, doenca
de Alzheimer e de Parkinson, seguidas de doencas inflamatdrias e imunol 6gicas como artrite,
asma, alergia e ouras relacionadas com o processo de envelhecimento apresentam em sua
etiologia, pelo menos em parte, os efeitos danosos da producéo de radicais livres em

conseguiéncia do estresse oxidativo (SIES, 1997).

Devido a este fato, atuamente, é crescente a busca por antioxidantes de origem
exogena, tanto provenientes dos alimentos (vitaminas, compostos fendlicos, carotendides,
etc), quanto de origem sintética (BHA-butil- hidroxi-anisol, BHT-butil- hidroxi-tolueno, entre
outros) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Porém, devido ao fato de alguns
antioxidantes sintéticos apresentarem algumas complicagdes (alto indice de aditivos quimicos
em alimentos; alta ingestdo de conservantes quimicos) (WURTZEN, 1990) as pesqguisas tem
se voltado para a busca de antioxidantes naturais, principalmente os provenientes de espécies
vegetais.

Neste contexto os compostos fendlicos temse apresentado como importantes

substancias no combate a producdo de radicais livres devido principalmente a sua capacidade



redutora e estrutura quimica, o que reflete em propriedades como: sequestro de radicais livres,

guelacéo de metais de transicdo e inibicéo da lipoperoxidacéo (SOARES, 2002).

Algumas espécies vegetais sd0 capazes de produzir como metabdlitos secundarios
substancias polifendlicas, as quais segundo Soares (2002) podem estar distribuidas em dois

grandes grupos: os flavonoides e seus derivados e os &cidos fendlicos.

As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos ocorrem, principa mente,
devido a seu potencia de oxirreducdo, que os permitem atuar como agentes redutores, doando
hidrogénio e neutralizando radicais livres (RICEEVANS; MILLER; PAGANGA, 1997).

2.3.1 Consider acOes ger ais sobr e flavondides e atividade antioxidante

Os flavondides comp8em uma ampla classe de substéncias de origem natural, cuja
sintese nd0 ocorre na espécie humana, mas sdo congtituintes de diversos vegetais. Os
flavondides absorvem radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel e,
desta maneira, apresentam papel de defesa das plantas cortra radiacdo UV. Além disso, os
flavondides podem representar barreira quimica contra microorganismos, insetos e outros
animais (HAVSTEEN, 2002; PIETTA, 2000).

Estruturalmente, os flavondides sdo substancias arométicas com 15 &omos de carbono
em seu esqueleto basico, compostos do tipo C6-C3-C6, onde os dois anéis C6 sdo
necessariamente arométicos (anéis A e B), conectados por uma ponte de 3 carbonos. De
acordo com as caracteristicas quimicas e biossintéticas os flavonbdides sdo separados em
diversas classes: flavonas, flavondis, flavanonas, flavanondis, antocianidinas, isoflavonoides,
auronas, neoflavonoides, biflavondides, catequinas e seus precursores metabolicos, podendo

ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados (HAV STEEN, 2002).

Flavondides sdo fendlicos, e desta forma, sua atividade antioxidante depende da
reatividade dos substituintes hidroxil em reacGes de abstracéo de elétrons e &omos de
hidrogénio. As reagdes mais importantes e mais estudadas sdo as reacOes com radicais
peroxil, hidroxil e superéxido (PIETTA, 2000). Muitos estudos tém sido realizados para

estabelecer a relagdo entre a estrutura e a atividade antioxidante destes compostos. Segundo



Rice-Evans, Miller e Paganga (1997; 1996) os principais determinantes para a atividade de
sequiestro de radicais s0: a presenca de um grupo o-dihidroxil (catecol) no anel B; uma dupla
ligacdo na posicdo 2, 3 conjugada com um grupamento 4-0xo. A presenca de um grupo 3
hidroxil no anel heterociclico também aumenta a atividade antioxidante.

2.3.2 Metodologia para avaliacéo da atividade antioxidante

Atualmente tém-se verificado um aumento significativo na busca de antioxidantes em
produtos naturais para emprego tanto como alimentos nutracéuticos, quanto como farmacos,
medicamentos e cosméticos. Este interesse expandiu-se desde meados da década de 90
guando comegou a se conhecer os beneficios dos antioxidantes no organismo. Segundo
Huang, Ou e Prior (2005) o numero de publicacBes com antioxidantes e estresse oxidativo
guase quadruplicou nos ultimos anos (1.684 em 1993; 6.510 em 2003). Da mesma forma,
intensificouse a busca e a validagdo de metodologias analiticas para a avaiacéo da atividade
antioxidante em matrizes complexas como alimentos, produtos naturais e fluidos biol6gicos
(ROGINSKI; LISSI, 2005; SANCHEZ-MORENO, 2002).

Embora a producéo dos radicais livres sgja dificil de medir em tecidos biol6gicos, pela
ata reatividade das mesmas, varias manifestacOes indiretas deste processo podem ser
utilizadas, como a oxidacao de lipidios (lipoperoxidacdo), reacGes de oxi-reducéo, a oxidacdo
de grupamentos sulfidril de proteinas e oxidacdo de bases puricas e pirimidicas entre outros
(MARRONI, 2002).

Os ensai0s antioxidantes hoje disponiveis podem ser classificados em duas categorias.
ensaios onde héd transferéncia de hidrogénio (HAT), geralmente baseados em estudos de
cinética quimica, também denominados de métodos diretos (dentre eles o ensaios ORAC
(ensaio para a avaliacéo da capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio) e o ensaio b-
caroteno); ensaios mediados pela transferéncia de elétrons (ET) também denominados de
métodos indiretos tais como o ensaio TEAC (ensaio para avaliacdo de capacidade
antioxidante trolox-equivalente), o teste DPPH (baseado na reducéo deste radical) e ensaios
baseados na reducéo de Fe*® (FRAP); e também outros métodos como o ensaio utilizando o
reagente Folin-Ciocateu (FCR) para mensuracéo de substancias fendlicas e o ensaio de
guimioluminescéncia (HUANG; OU; PRIOR, 2005).



Os métodos diretos avaliam o efeito de amostras contendo antioxidantes no processo
de degradacéo oxidativa. Este processo caracteriza-se pela presenca de uma competicéo entre
uma sonda oxidavel e o antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de radicais livres
(ROGINSKI; LISSI, 2005). Como substrato para oxidagdo podem ser utilizados lipidios
individuais, misturas lipidicas, proteinas, DNA, ou lipidios contendo espécies bioldgicas
relevantes como plasma sanguineo, LDL, membranas bioldgicas, etc. A peroxidacdo lipidica
apresenta-se como sendo um método conveniente para este propdsito uma vez gue a cinética
da lipoperoxidagdo j& estd bem estudada tanto em termos tedricos, quanto experimentais
(BARCLAY; VINQUIST, 2003).

Em ensaios indiretos (baseados na transferéncia de elétron) o processo € caracterizado
por uma reacéo de oxi-reducdo entre o oxidante (geralmente uma sonda para monitorar a

reacao) e o antioxidante. Estéo baseados na seguinte reacdo de transferéncia de elétrons:

Sonda (oxidante) + € (do antioxidante) ® sonda reduzida + antioxidante oxidado

A sonda a0 ser reduzida pelo antioxidante sofre mudancas colorimétricas. A
intensidade da mudanca de cor é proporcional a atividade deste antioxidante ou a
concentragdo do mesmo. Com o auxilio de espectrofotdbmetro, em comprimentos de onda
especificos, a mudanca na absorbancia é analisada juntamente com a concentracdo de
antioxidante em uma relaggo linear. O declive da curva reflete a capacidade redutora do
antioxidante, que geralmente pode ser expressa como Trolox equivalente (TE) ou &cido galico
equivalente (AGE) (BENZIE; STRAIN, 1999).

A seguir sdo apresentados alguns métodos atualmente empregados para avaliagéo da
atividade antioxidante:

2.3.210RAC

O méodo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) foi originamente
desenvolvido por Cao, Alessio e Cutler (1993). Este método, relativamente simples e sensivel,
mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil que sdo gerados por uma
fonte radicalar, AAPH (2,2"-azobis(2-amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C. Neste ensaio,

[3-phycoerythrin (B-PE), uma proteina isolada de Porphyridium cruentum, foi escolhida como



a sonda fluorescente. A queda na fluorescéncia do B-PE indica a extensdo do dano causado
pela sua reagcdo com os radicais gerados. O efeito protetor de uma amostra contendo
antioxidante é mensurado pelo célculo da &rea sob a curva de decaimento da fluorescéncia da
amostra comparando-se com a de uma amostra “branco”, sem antioxidante presente. O ensaio
ORAC permite 0 monitoramento do tempo e do grau de inibicdo durante o andamento da
reacdo em um ensaio de reacdo cinética (CAO et. a., 1995; CAO; ALESSIO; CUTLER,
1993). Porém, uma limitacdo encontrada neste ensaio foi a utilizacdo da B-PE como sonda.

Pode-se citar como limitagOes desta sonda:

a B-PE apresenta uma grande variabilidade o que pode resultar numa reatividade
variavel desta com os radicais (CAO; PRIOR, 1999);

devido a B-PE ndo ser fotoestével, apis a exposicdo a luz excitavel por um periodo de
tempo a sonda pode ser oxidada pela luz, sem a adicéo da fonte radicalar (HUANG et
a., 2002);

a B-PE interage com polifendis, devido a ligacéo protéica ndo-especifica, perdendo

entdo a fluorescéncia sem a adicdo da fonte radicalar.

Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) resolveram utilizar em substituicdo a B-PE, a
Fluoresceina (FL), uma sonda sintética que melhorou as limitagdes da B PE, tornando o
ensaio mais barato, reprodutivo e robusto (ORACk.). Recentemente Huang et a. (2002)
desenvolveram ensaio utilizando b-ciclodextrinas para solubilizar a amostra, permitindo a

analise também de substancias lipofilicas.

O método ORACk_ (lipofilico e hidrofilico), em sua versdo atual, permite fornecer
informagdes substanciais sobre a capacidade antioxidante de alimentos, frutas e vegetais (WU
et a., 2004; MOYER et a., 2002; CALDWELL, 2001; EHLENFELDT; PRIOR 2001;
KALT; McDONALD; DONNER, 2000; WANG; LIN, 2000; KALT et a. 1999; GUO et a.,
1997; WANG,; CAO; PRIOR, 1996), cafeina (LEE, 2000), vinho tinto (ALONSO et 4.,
2002), plantas medicinais e extratos vegetais (HANDELMAN et al., 1999; PRIOR; CAOQ,
1999) bem como substancias isoladas (SALVADOR et al., 2006; AABY; HVATTUM,;
SKREDE, 2004; WANG; CAO; PRIOR, 1997).



2.3.2.2 Ensaio dereducéo do (3-caroteno

Este ensaio esta baseado na capacidade de uma amostra contendo substancias
antioxidantes em retardar a oxidagdo do [3-caroteno na presenca de luz. A solucéo de (3
caroteno em diclorometano (CH,Cl,), de coloracdo amarelada, atua como um revelador em
cromatografia em camada delgada sendo que quando aplicada em uma corrida cromatogréfica
e exposta a luz inicia-se o0 processo de oxidacéo do [3-caroteno ocasionando a descoloragéo da
placa. Substéncias antioxidantes serdo evidenciadas através de manchas amareladas
demonstrando o efeito antioxidante da amostra (PRATT; MILLER, 1984).

O ensaio € muito utilizado no intuito de monitorar a separacéo ou fracionamento de
uma determinada amostra a fim de verificar a presenca ou ndo de substancias antioxidantes.
Estudos cientificos com produtos naturais e atividade antioxidante geralmente lancam mé&o
deste recurso (RIBEIRO et al., 2005; CARDOSO et a., 2005; AGUIAR; DAVID; DAVID,
2005; RIBEIRO; SILVA; BOLZANI, 2002; SILVA et a., 2001; CAVIN et al., 1998; DUVE;
WHITE, 1991).

2.3.2.3 Ensaio com reagente Folin-Ciocalteu

O reagente Folin-Ciocalteu foi inicialmente utilizado com a intencdo de analisar
proteinas devido sua capacidade de reagir com residuos do aminoacido tirosina que contem
grupo fenol em sua estrutura (FOLIN; CIOCALTEU, 1927).

O ensaio Folin-Ciocalteu (FCR) é um dos mais antigos métodos de determinacéo da
guantidade total de fendis sollveis em uma amostra, portanto também é conhecido como
ensaio de fendis totais solUveis. Foi desenvolvido inicialmente por Singleton e colaboradores
em 1965 (SINGLETON; ROSSI, 1965) e em 1999 o ensaio foi delineado e padronizado para
guantificacdo de fendis totais SINGLETON et al., 1999). Atualmente, o ensaio FCR é
utilizado para mensurar a capacidade redutora de uma amostra, 0 que aparentemente pode néo
estar refletido na sua caracteristica de “ensaio de fendis total”. Porém, um crescente nimero
de publicagdes tem empregado o ensaio de fendis total, juntamente com um ensaio baseado na
transferéncia de elétrons (por exemplo TEAC, FRAP, etc.) encontrando excelentes

correlacoes lineares entre o perfil de fendis total e a atividade antioxidante.



O reagente FCR apresenta-se numa coloracdo amarela intensa e em contato com
agentes redutores levam o reagente a uma coloracéo verde, sendo que a adicdo de agentes
oxidantes podem restaurar a coloracdo original do reagente. A natureza quimica do FCR ndo
estd plenamente esclarecida. O sistema caracteriza-se por uma mistura de &cidos
fosfotunguistico e fosfomolibidico em um meio basico. Os fendis sdo energeticamente
oxidados em meio béasico, resultando na formagdo do O,, o qual reage com os é&cidos
formando compostos com uma intensa absorcdo em 750nm. O teor de fendlicos totais

determinados por FCR so freqlientemente expressos em termos de acido gélico equivaente.

Apesar da quimica do FCR ainda ndo estar bem esclarecida, o ensaio de fendis totais
soltveis por FCR é um ensaio barato, simples, reprodutivo e esta se tornando um ensaio

rotineiro em estudos com antioxidantes fendlicos.

O ensaio com FCR é comumente utilizado em conjunto com outro ensaio para
avaliagdo da capacidade antioxidante a fim de se estabelecer correlages entre o contetido
fendlico e a capacidade antioxidante da amostra. Na area de produtos naturais pode-se citar
trabalhos com frutas (JAY APRAKASHA et al., 2007), vinhos (ALONSO et a., 2002), chéas e
infusbes (ATOUI et al., 2005; PICINNELI et a., 2004), microalgas (LI et a., 2007), extratos
vegetais (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT, PONGSAWATMANIT, 2007; SOUSA et a.,
2007; SURVESWARAN et a., 2007; ANAGNOSTOPOULOU et a., 2006; STRATIL;
KLEJDUS; KUBAN, 2006; SALVADOR et al., 2006) bem como em culturas de calos
vegetais (TADHANI; PATEL; SUBHASH, 2007), entre outros.

2.3.2.4 Reducéo do radical DPPH

O teste DPPH foi primeiramente sugerido em meados de 1950, sendo utilizado para
determinar a atividade antioxidante de fendis, alimentos e amostras bioldgicas. O radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) é estavel, de coloragdo puUrpura, porém quando

reduzido passa ater coloracéo amarela.

O método esta baseado na capacidade do radical DPPH em reagir com doadores de
hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes este radical recebe H* sendo ent&o

reduzido. Pode ser facilmente detectado em ensai os espectrofotométricos devido a sua intensa



absorcdo na regido do visivel. O ensaio € iniciado pela adicdo do DPPH e a amostra, em
solucdo. A capacidade da amostra de reduzir o DPPH, ou segja, evitar sua oxidacdo, €
evidenciada pela porcentagem do radical DPPH restante no sistema. Ent&o a porcentagem do
radical DPPH restante € proporcional a concentracdo de antioxidante (SANCHEZ-MORENO,
2002; BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997).

Alguns autores recomendam a utilizacdo do método DPPH por ser um ensaio fécil,
rapido e preciso para a avaliacdo da atividade antioxidante de amostras complexas como as
obtidas a partir de frutas e vegetais (HUANG; OU; PRIOR, 2005; ROGINSKI; LISSI, 2005).
Atuamente se apresenta como um dos métodos mais utilizados na avaliagdo da capacidade
antioxidante de produtos naturais, tais como: extratos vegetais (CETINUS et a., 2007;
STOILOVA et al., 2007; ANAGNOSTOPOULOU et a., 2006; DI MAMBRO; FONSECA,
2005), chas e infusbes (ATOUI et a., 2005), substéncias isoladas como alcaldides
(RACKOQOVA et da., 2004) e flavonGides (CARDOSO et a., 2005; GABRIELI; KEFALAS;
KOKKALOU, 2005; RIBEIRO; SILVA; BOLZANI, 2002), compostos fendlicos (VILLANO
et a., 2007), culturas de calos vegetais (TADHANI; PATEL; SUBHASH, 2007).

2.3.2.5 Quimiluminescéncia do luminol

O principio geral deste método esta baseado na habilidade do luminol e de compostos
relacionados em gerar luminescéncia sob um fluxo de radicais livres (quimiluminescéncia,
QL). A producéo de espécies reativas de oxigénio gera certa luminescéncia, aqual pode ser
aumentada através da insercdo do luminol no sistema. A QL entdo ocorre devido a uma

reacdo dos radicais livres derivados do luminol com os radicais livres ativos.

A adicdo de um antioxidante no sistema, como um “sequiestrador” de radicais, resulta
numa extin¢do da QL, num determinado periodo de inducdo. A atividade antioxidante neste
caso € dada como Trolox equivalente e a quantidade do antioxidante testado pode ser
estimada através da duracdo do periodo de induc&o. Outras versdes do método diferem no tipo
deradicd livre ativo produzido e no modo como este € produzido (ROGINSKI; LISSI, 2005).

Foi possivel observar um grande nimero de trabalhos utilizando esta metodologia,

entre eles pode-se citar alguns relacionados a produtos naturais, tais como em: frutas e



vegetais (TRIANTIS et a., 2005), extratos vegetais (ANAGNOSTOPOULOU et a., 2006;
TERMENTZI; KEFALAS, KOKKALQOU, 2006; MARQUELE et al., 2005; FERNANDES et
al., 2004) substancias isoladas (RIGANO et a. 2007; GABRIELI; KEFALAS;
KOKKALOU, 2005; WENLI; YAPING; BO, 2004; OLIVEIRA et a., 2002), chés e infusdes
(ATOUI et d., 2005), entre outros.

Uma das variantes do método consiste em mensurar a QL de radicais gerados em um
meio celular, por exemplo, através do processo de fagocitose por neutrofilos estimulados. Os
neutrofilos, quando expostos a alguns estimulos, como o contato com particulas antigénicas
opsonizadas, desencadeiam um processo conhecido como “burst respiratorio”, sofrendo
ateragBes metabdlicas imediatas e liberando espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs
sd0 produzidas sequencialmente, iniciando-se com a producéo de radicais superoxido (O2™)
através da ativacéo de uma enzima ligada a membrana de células fagociticas, a NADPH
oxidase. As EROs estéo intimamente relacionadas, por exemplo, a morte de microrganismos

invasores e de células tumorais.

Neste méodo, utiliza-se como estimulo para ativacdo dos neutréfilos o Zimosan
opsonisado. O Zimosan é uma preparacao de células de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
sendo esta opsonisada com soro normal de coelho, e, em contato com 0 soro, sdo obtidas
particulas revestidas (opsonisadas) com componentes do sistema complemento. Estas
particulas antigénicas sdo entdo reconhecidas por receptores de membrana dos neutrdfilos,
iniciando o processo fagocitico e a liberagdo das EROs. Este processo é acompanhado da
geracdo de luz (QL), porém, a intensidade desta QL ¢ tipicamente muito baixa, porém pode
ser aumentada em presenca de substéncias como o luminol e a lucigenina, as quais s&o
capazes de ampliar o efeito da QL. Amostras contendo antioxidantes sdo avaliadas neste
sstema frente a capacidade de neutralizar estas EROs inibindo entdo a QL gerada
(KANASHIRO et al., 2004; KABEYA et a., 2002).

O método da quimioluminescéncia pode também ser avaliado frente a um sistema
enzimé@ico. Nesta variante utiliza-se para a geracdo de espécies redtivas de oxigénio a
oxidacao do perdxido de hidrogénio (H20,) catalisada por uma enzima, como a “Horseradish
peroxidase” (HRP). As EROs geradas através da oxidacdo do HO, na presenca do luminol
sdo também capazes de gerar QL e amostras contendo antioxidantes serdo avaliadas frente a
estes radicais através dainibicdo da QL (KROL et al., 1994).



30OBJETIVO



3 OBJETIVO

Foram objetivos deste estudo:

Adequar metodologia e avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos brutos

etandlico e aguoso de A. maritima (planta in natura e obtida por cultura de
céulas);

Proceder o estudo fitoquimico dos extratos ativos da planta in natura monitorado

pela atividade antioxidante;

Realizar o estudo comparativo quanto ao perfil quimico e da atividade antioxidante

dos extratos da planta in natura e obtidos das culturas de células.



4 MATERIAL E METODOS



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta, classificacéo e obtencdo do material vegetal

O material vegeta (partes aéreas) da espécie Alternanthera maritima (Mart.) St. Hil,
plantain natura (Figura 1), foi coletado em seu habitat natural - Restinga de Marica, R.J. em
2002- pelos Profs. Drs. Diones Aparecida Dias (FCFRP/USP) e Marcos José Salvador
(nimero do coletor - DAD 0035). A identificagdo botanica foi efetuada pelo Prof. Dr. Josafa
Carlos de Siqueira, especialista na familia Amaranthaceae, da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-R.J.), sendo uma amostra do material vegetal depositada no
herbario da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de
S80 Paulo (FFCLRP/USP) sob 0 nUmero SPFR-4758.

A biomassa vegetal das culturas de células de A. maritima para a obtencdo dos
extratos brutos das culturas de células (Figura 1) foi fornecida pelos Profs. Drs. Paulo Sérgio
Pereira e Suzelel de Castro Franca da Unidade de Biotecnologia Vegetal da Universidade de
Ribeirdo Preto (UBV-UNAERP) os quais foram colaboradores nesta etapa do trabalho. As
culturas de calos de A. maritima foram estabelecidas previamente junto ao UBV-UNAERP
pelo Dr. Marcos José Salvador e vem sendo mantidas por repiques mensais em dois meios de
culturaT11 e T43 (SALVADOR, 2005).

Para 0 desenvolvimento de culturas de células foram utilizados explantes foliares de A.
maritima, devidamente obtidos e assepsiados, e meios de cultura semi-sdlidos. Para tanto,
dissolveuse os sais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) em agua destilada e deionizada e
adicionouse 30,00 g/L de sacarose e reguladores de crescimento. O pH foi gustado em 6,0 +
0,1 com solugéo de NaOH 1M. Os reguladores de crescimento utilizados foram as seguintes

combinagdes de auxinas e citocininas:

- meio T11: 2,50 mg/L de acido a-naftalenoacético (ANA) e 1,00 mg/L de 6-benzil-
aminopurina (BAP).

- meio T43: 1,00 mg/L de &cido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) e 1,00mg/L de cinetina
(KIN).



Para a obtencdo do meio de cultura semi-solido, adicionou-se Phytagel (Sigma) a 0,3%
e porgdes contendo 12,0 mL de meio de cultura foram transferidas para frascos de vidro de
250,0mL (8,5 cm de dtura por 55 cm de didmetro) os quais, depois de vedados e
identificados, foram autoclavados (pressdo de 1,0 kgf/cn? e temperatura de 121°C) durante

15min.

O periodo de incubacdo dos calos obtidos foi de 30 dias. Decorrido o periodo de
incubacdo, esses calos foram transferidos para novos frascos, contendo os mesmos tipos de
meio de cultura, e subcultivados a cada 30 dias (calos estoque). Os procedimentos de
subcultivo dos calos foram realizados sob assepsia em cdmara de fluxo laminar e as culturas
estdo sendo mantidas em sala de crescimento, com temperatura de 27+2°C e em regime de
fotoperiodo de 16h dia com iluminagdo de 2000 + 200 lux, utilizando-se l&mpadas do tipo luz
dodia- GE12W.



Figura 1: Espécie Alternanthera maritima em seu habitat natural e obtida por culturas de células em meio semi-
sdlido (T11 e T43).



4.2 Preparacao dos extratos brutos

Para a preparacdo dos extratos brutos o material vegetal (partes aéreas da planta in
natura) foi estabilizado (estufa a 60°C por 10 min) e seco em estufa de ar circulante a
temperatura de 40°C, sendo em seguida pulverizado em moinho de faca. O p6 obtido foi
submetido ao processo de maceragdo exaustiva com solventes organicos (Figura 2) em ordem
crescente de polaridade (hexano para baixa polaridade e etanol para ata polaridade), na
proporcéo massa de pd/solvente 1:20 (massa/volume). Das solugdes obtidas, foram removidos
0s solventes (sob pressdo reduzida) em um rotaevaporador (temperatura inferior a 60°C),

obtendo-se assim, os extratos brutos em hexano (Ampah) e em etanol (Ampae).

A biomassa de calos obtida da cultura de células de A. maritima, separada dos meios
de cultura (T11 e T43), foi seca em estufa com ar circulante a 40°C e pulverizada. Foram
também submetidas, separadamente (T11 e T43), ao processo de extragdo (maceracdo) com
solventes organicos em ordem crescente de polaridade (hexano, cloroférmio e etanol) na
proporcéo massa de pd/solvente extrator 1:20 (m/v). A extracdo foi realizada a temperatura
ambiente por 24 horas, sendo os solventes removidos sob presséo reduzida e os extratos
organicos reunidos obtendo-se um extrato de cada condicdo de cultivo por amostra (extratos
AmT11l e AmT43).

Vegetal estabilizado

(partes aéreas e biomassa das culturas)

extracdo com hexano a quente, temperatura £ 50°C

Extrato em hexano Residuo
(Ampah)

| extracdo com etanol

Extrato em etanol
(Ampae)

Figura 2: Esquemada preparagéo dos extratos brutos extraidos em sol ventes organicos.

Uma parte do material vegetal (planta in natura) estabilizado e triturado foi submetido
a extragdo com &gua deionizada (Figura 3), na propor¢ao massa de péd/solvente 1:20(m/v), por
um periodo de 12 horas a temperatura ambiente (27 £ 2 °C) ou por 30 minutos a 50-60°C,
sendo em seguida liofilizados obtendo-se os respectivos extratos liofilizados afrio (EAFL) ea
guente (EAQL).



Vegetal estabilizado

(partes aéreas)

Adicéo de agua deionizada

Extraido a temperatura Extraido a temperatura
ambiente por 12 horas de 50-60°C/ 30min.
| Liofilizac&o | Liofilizagdo
Extrato Aquoso Frio Liofilizado Extrato Aquoso Quente Liofilizado
(EAFL) (EAQL)

Figura 3: Esquema da preparacdo dos extratos aquosos liofilizados.
4.3 Fracionamento biomonitorado dos extratos brutos da planta in natura

O fracionamento foi guiado pela atividade antioxidantein vitro e para tanto utilizou-se
procedimentos convencionais (particdo e cromatografia em coluna, CC) considerando a
atividade antioxidante apresentada nos ensaios selecionados, como também a andlise dos
perfis cromatogréficos (cromatografia em camada delgada comparativa, CCDC e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE).

Os extratos vegetais brutos obtidos (hexanico, etandlico e aquoso) foram inicialmente
submetidos a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro para dar-se sequéncia ao estudo. O
extrato bruto em etanol, ativo, foi submetido ao processo de particdo (extracdo liquido-
liguido) com hexano e diclorometano (Figura 4), visando a eliminacdo de pigmentos e
substéncias apolares de menor interesse. As fases obtidas da particdo que apresentaram
atividade antioxidante foram fracionadas prioritariamente, apdés a andise dos perfis

cromatogréaficos em camada delgada comparativa.

Apbs a eliminacdo do solvente a solugdo metanol/agua (3:2), procedente da particéo,
foi submetida a coluna contendo Amberlite XAD-2 (polimero composto por ésteres acrilicos
do edtireno-divinil benzeno) sendo eluida primeiramente com HO, visando a eliminacéo de
aminoacidos, acucares e sais inorganicos e em seguida com etanol (EtOH), concentrardo
nesta fase etandlica, saponinas, flavondides e outros compostos polares (HARBORNE et a.,
1975). A fase etandlica (AmpaeE), depois de concentrada e submetida a avaliagdo de sua
atividade, foi solubilizada em agua deionizada e submetida a extragdo com n-butanol (ButOH;
Reagen), obtendo-se a fase butandlica (AmpaeEb), que na sequéncia foi também avaliada

frente a atividade antioxidante e em seguida cromatografada utilizando-se coluna contendo



sephadex LH-20 (100 x 5 cm) e eluida com metanol (MeOH). A particdo com butanol/H,O
foi processada a fim de se evitar que substancias insollveis em metanol precipitem na coluna

contendo sephadex LH-20.

Extrato etandlico bruto de A. maritima (partes agreas) -Ampae (70,09)

1) dissolugdo em metanol/agua (9:1)
2) extragdo com hexano (trés extragdes com banho de ultra-som por 15 min,
utilizando a proporcéo de 3:1 (v/v) hexano/solugdo obtida no item anterior)

Fase hexanica Solugao
AmpaeH (20,09) metanol/agua (9:1)
1) adicdo de &gua até 40%

2) extragdo com diclorometano (trés extragcbes com
agitacdo manual, utilizando a proporgdo de 3:1 (v/v)
diclorometano/sol ucdo obtida no item anterior)

Solugéo Fase diclorometanica
metanol/agua (3:2) AmpaeD (2,09)

1) eliminagdo de solvente
2) Amberlite XAD-2 {1- &gua; 2 — etanol }

Fase etandlica
AmpaekE (40,09)

1) eliminac&o de solvente

2) dissolucdo em agua deionizada

3) extragdo com n-butanol (trés extragdes com agitagdo manual, utilizando
aproporcdo de 3:1 (v/v) n-butanol/solugéo obtida no item anterior)

4) eliminagao de solvente
5) liofilizag&o dafase aquosa

Fase aquosa Fase butandlica

AmpaeEaq (20,09) AmpaeEb (10,09)
1) Eliminagdo do solvente
2) Sephadex LH-20 { metanol}

FragOes coletadas
Reunidas por CCDC

Figura 4: Esquema da particéo do extrato etandlico bruto de Alternanthera maritima.



4.4 Método geral de trabalho no estudo fitoquimico biomonitorado

Os extratos obtidos da A. maritima foram submetidos ab monitoramento da atividade
antioxidante. Para a sequéncia de purificagdo foram selecionadas as fragdes bioativas no
screening que apresentaram  atividade antioxidante in vitro em pelos menos duas
metodologias de ensaios antioxidantes utilizadas. A escolha deste caminho deveuse ao fato
de que uma mistura complexa de substancias pode apresentar efeito antagbnico (onde o efeito
isolado das substéncias € maior que o efeito destas em mistura) ou as substancias bioativas

podem estar em baixa concentragdo na mistura.

Os extratos e fases da particdo ativos foram submetidos a cromatografia em coluna
classica (CCC) sephadex LH-20 (25,0 a 100,0 um, Aldrich) como fase estacionéria na
proporcéo de 1,0 g de amostra para 150,0 g de sephadex LH-20. As colunas de sephadex L H-
20 foram eluidas exaustivamente com MeOH (fase movel), vazéo de 0,50 mL/min,

coletando-se fragdes de 15,00 mL.

As fases da particdo e fragbes coletadas foram concentradas a pressdo reduzida em

evaporador rotativo (Buchi-R-124), com banho de &gua (temperatura £ 50°C).

Os extratos, fases e fracfes obtidos foram analisados quanto ao seu perfil quimico

langando-se méo de procedimentos cromatograficos diversos tais como CCDC e CLAE.

Para os perfis cromatograficos obtidos por CCDC utilizouse placas de silica gd 60
GF254 (Merck) com espessura de 0,25mm. Como eluentes na CCDC utilizaram se diferentes
proporcdes das misturas. Hex/AcOEt, AcOEt/MeOH, CHCk/MeOH, MeOH/H,0,
CHCIs/EtOH/H,0 ou BAW. Como reveladores utilizou-se irradiacdo com UV em 254 e 366
nm (lampadas Mineralight, modelo UV-GL-25), nebulizacdo com acido sulfurico seguido de
aguecimento a 100° C e nebulizagdo com reagente NP/PEG Natural Products
Polyethyleglycol-reagent. De acordo com os perfis cromatogréficos na CCDC, as fracbes

semel hantes foram reunidas e monitoradas pela atividade antioxidante.

Os perfis cromatograficos obtidos via CLAE (escala analitica) foram realizados em
cromatografo liquido LC-6A Shimadzu equipado com detector espectrofotométrico UV-
visivel SPD-6A, controlador modelo SCL-6B e integrador GR6A. As colunas utilizadas



foram Shim-pack ODS 4,6 x 250 mm. Como fase movel foram utilizados diferentes sistemas

solventes.

4.5 | solamento e purificacdo dos constituintes quimicos

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo da atividade antioxidante e pelas
andlises por CCDC e CLAE os congtituintes quimicos das fragbes foram isolados e
purificados empregando-se processos cromatogréaficos diversos tais como: cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP), cromatografia em coluna classica (CCC) e por
cromatografia de ata eficiéncia (CLAE) (MARSTON; HOSTETTMANN, 1991). Para a
purificacdo de substéncias sdlidas foram utilizadas também recristalizagbes e lavagens em

solventes apropriados (acetona, éter etilico, hexano, CHCk e MeOH, quente ou gelado) de
acordo com afigura 5.



Extrato etandlico bruto das partes

aéreas

1- Monitoramento atividade antioxidante;
2- perfil em CLAE analitica;

3- Particéo;

4- Monitoramento atividade antioxidante

Fase etandlica
(AmpaeE) (50,0 Q)

1- Parti¢do (n-butanol/agua)
2- Monitoramento atividade antioxidante

Fase butanélica
(AmpaeEDb)

1- Perfil em CLAE analitica

aCONDIQOES PARA A SEPARACAO POR CLAE: Equipamento para a
cromatografia: cromatégrafo liquido LC-6A, Shimadzu, coluna Shim-pack ODS 20 x
250 mm, 5pm, | =280 nm, vaz&o 9,5 mL/min, fase mével metanol/agua (2:3) eluicédo
isocratica, 1 mL injetado.

bCONDICOES PARA A SEPARAGAO POR CLAE: Equipamento para
a cromatografia: cromatdgrafo liquido LC-6A, Shimadzu, coluna Shim-
pack ODS 20 x 250 mm, 5ym, | =280 nm, vazdo 9,5 mL/min, fase
moével: MeOH:agua (20:80) eluicdo por gradiente: 0,01min; 20%
MeOH 10 min; 35% MeOH 30 min; 35% MeOH 30 min; 35% MeOH 90
min; 50% MeOH 110 min; 20% MeOH 120 min; 20% MeOH. Volume

injetado 1 mL.

2- Fracionamento (sephadexLH20) - 110 fracdes

3- Reunido (CCDC) -4 fragbes

4- Monitnramente atividade antinxidante

PaeE40- 56
(0,750 g)

Fracionamento (PVP)-H,0/MeOH (9:1)-46 fragbes
Reunido (CCDC) - 3 fragdes

Preciptacdo com MeOH

Lavagem (acetona)

Moni atividade antioxi

PPENE

PaeE40-56.16-21
Al9

PaeE40-56.22-34
A18

PaeE57- 59
(0,280 9)

1- CLAE” (C18) - 12 fragdes

2- Reunido (CCDC) - 2 fragdes

3- Lavagem (éter etilico gelado)

4- Monitoramento atividade antioxidante

PaeE40-56.7-15 (0,0209) (0,0609)
0250 g)

1-cLAE® (C18)-14 fragoes

2- Reunido (CCDC)- 6 fracdes

3- Lavagem (acetona)

4- Monitoramento atividade antioxidante
7155 8 7158 7159 71514 7511 PaeE57-59
(0%%2 ) A18 A21 A20 23 A17 N1

,004g 0,080¢ 0,006¢ 0,020 0,020
( 9) (0,0069) (0,060g) (0,0209) (0,0209) (0.060g)

I

PaeE57-59
89
Al

(0,0409)

PaeE60 PaeE75- 80
(0,090 a) (0,095q)

1- Preciptagdo com MeOH

2- Lavagem

(éter etilico gelado)

3- Monitoramento atividade antioxidante

1-Lavagem (éter etilico gelado)
2- Monitoramento atividade antioxidante

PaeE75-80p

All

PacE60p
Al4

(0,0209)

Figura5: Etapas do isolamento dos constituintes quimicos com atividade antioxidante do extrato em etanol das partes aéreas (Ampae)
de Alternanthera maritima.



4.6 | dentificacdo dos constituintes quimicos

A idertificacdo dos congtituintes quimicos foi realizada utilizando-se
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE — UV/DAD) e comparagdo com amostras-padréo
quando possivel e necessério. Utilizou-se também analise por espectrometria de massa
(IES-EM) (TAKEARA et al., 2007; CROTTI et ., 2006).

Os espectros de massa foram obtidos utilizando-se IES-EM (espectrometria de
massa com ionizacao por electrospray) — aparelho Micromass Quattro LC, 30V, modulos

positivo e negativo.

4.7 Monitoramento de metabdlitos na planta in natura e na cultura de células

O estudo comparativo das substancias presentes nos extratos da planta in natura e
obtidos por cultura de células foi realizado utilizando CCDC, CLAE (em fase reversa).

Inicialmente procedeu-se 0 monitoramento da atividade antioxidante dos extratos das
plantas in natura e obtidas por culturas de células (meios T11 e T43) e realizouse andlise por
CCDC tilizando placas de silica gel (10x10 cm, Aldrich) como fase estacionaria e
cloroformio/metanol (4:1) como fase mével. Realizados os cromatogramas as placas foram

visualizadas sob luz UV e em seguida reveladas com écido sulfurico e aguecimento.

Utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tracou-se o perfil
cromatografico dos extratos das plantas in natura e obtidas por culturas de células (meios
T11 e T43 semi-solidos).

Para tanto, 40,0 mg dos extratos foram submetidos a uma coluna C-18 (Altech, spe,
3,0 mL) e euidos, consecutivamente, com metanol (9,0 mL), diclorometano (9,0 mL) e

hexano (9,0 mL), sendo os solventes evaporados.



As fragbes metandlicas foram analisadas utilizando-se a CLAE-UV/DAD (JACOME
et a., 2004; PAIVA et a., 2002), sendo obtidos os perfis cromatogréficos dos extratos e
realizadas injecOes das amostras-padréo de flavondides (Tabela 5, p. 60 - Anexo) isolados
dos extratos das plantas in natura. Tanto as fragcBes metandlicas quanto a substancias-padréo
isoladas das plantas in natura (1,0 mg) foram solubilizados em 1,0 mL de metanol/agua (1:1)
e 20,0 nL analisados.

As condi¢bes cromatogréficas de operacdo para as andlises por CLAE foram:

- aparelhagem: cromatégrafo liquido shimadzu-LC 10, equipado com duas bombas
LC10ADvp shimadzu, detector por varredura de espectro ao ultravioleta por arranjo de
fotodiodos (UV/DAD) SPD-M10Avp, sstema de controle SCL-10Avp e autoinjetor SIL-
10Avp com volume de injecdo de 20,0mL.

- para analise dos flavondides isolados das plantas in natura empregou-se a CLAE em fase
reversa utilizando coluna supelco RP-18 (2550,0 x 4,6 mm x 5 nm), temperatura da coluna de
35°C. A composicdo da fase mével variou em gradiente linear de metanol:dgua com 0,1 %
de &cido acético: [0 a 15 min (10 a 30% de metanol), 15 a 25 min (30% metanol), 25 a 50
min (30 a 100% metanol), 50 a 55 min (100 a 10% metanol), 55 a 60 min (10% metanol)]. A
vazdo dafase movel permaneceu a 1,0 mL/min. Deteccdo por varredura de espectro de 200 a

400 nm com acompanhamento em 3 comprimentos de onda 220, 280 e 320 nm.

4.8 Avaliagdo da atividade antioxidantein vitro

Na monitoracéo e avaliacdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos vegetais,

fragOes e substancias isoladas foram utilizados os ensaios abaixo relacionados.

4.8.1 Ensaiocom b carotenoem CCDC



As amostras (extratos e fractes) foram aplicadas, em diferentes concentragoes (6,25 a
800 ppm), em placa cromatografica tendo como adsorvente silica gel 60 (Merck) com
espessura da camada adsorvente de 0,25 mm e a CCDC foi desenvolvida em sistema solvente
apropriado para eluicdo das amostras (BAW — ButOH/Ac.Acético/Agua — 80:2:18). Apds
finalizacdo do processo cromatografico e evaporagdo do solvente a cromatoplaca foi revelada
utilizando solucdo de b- caroteno a 0,02% em CH,Cl,. A indicagdo da presenca de
antioxidante deu se através do aparecimento de manchas amarelas quando exposto o material
a presenca da luz ambiente (PRATT; MILLER, 1984). Como controle negativo foi utilizado o
diluente das amostras e como controle positivo o flavondide quercetina (40ppm). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.2 Ensaio para avaliagdo da reducao do radical DPPH

O radicd DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) é estavel, de coloragdo purpura,
porém guando reduzido passa a ter coloragdo amarela. Através deste ensaio foi avaliada a
capacidade das amostras-teste e amostra-padréo de reduzir o radica DPPH. Para tanto, os
extratos, fragdes ou substancias isoladas (2,60 mg para extratos e fragcbes ou 1,30 mg para
substancias isoladas) foram dissolvidos em etanol (1 mL), obtendo-se uma solugdo estoque.
Varias diluigbes foram preparadas em etanol a fim de se obter concentracfes finais no ensaio
de 3,125 a 100 ppm (extratos e fragdes) ou de 1,5625 a 50 ppm (substancias puras). Para cada
amostra (10uL) foram adicionados 100uL de etanol, 100uL de tampéo fosfato (100mM) e
50uL de solugdo de DPPH (250 uM). Decorridos 30min a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro ( =517nm) e a porcentagem de reducéo do radical foi calculada pela
equacao: %reducdo = 100 — [(Abs. Amostra — Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH —
Abs. controle negativo) x 100] (HUANG; OU; PRIOR, 2005; CUENDET et al., 1997).
Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como controle positivo o
flavonGide quercetina e/ou Trolox (1,5625 a 50 ppm). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.8.3 Ensaio de fendistotal por Folin-Ciocalteu (FCR)



Os extratos e fragdes foram anaisados quanto ao seu conteldo de fendlicos totais
solveis utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (PICCINELLI et al., 2004; WU et
al., 2004). Paratanto, os extratos e fragdes foram solubilizados em metanol, sendo preparadas
diluicbes com concentracdes entre 20 e 200 ppm. Para a substancia de referéncia (&cido
gdlico) foi elaborada curva anaditica na concentragéo de 20, 40, 60, 80, 100 e 200 ppm. A
absorbancia das amostras e amostra- padréo foi medida em espectrofotdmetro (I =730 nm) e os
resultados foram expressos como mg de &cido gdico equivaentes (AGE) por grama de
extrato ou fracdo em base seca (mg de AGE/g). Como controle negativo foi utilizado o
diluente das amostras e como controle positivo o flavondide quercetina (40 ppm). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.4 Ensaio ORACg

A capacidade antioxidante dos extratos, fracOes e substancias isoladas foi mensurada
utilizando-se 0 ensaio ORACF. com fluoresceina como sonda fluorescente e AAPH @,2'-
Azobis (2-amidiopropane) dihydrochloride) como fonte de radical livre. Os experimentos
foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos de acordo com metodologia
descrita por Prior et d. (2003) e Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) com modificagdes
(SALVADOR et al., 2006). Para tanto foram preparadas solucbes estoques dos extratos (50
mg/mL), fragdes (5 mg/mL) em tampéo fosfato/DM SO (99:1) e diluidas 100, 500, 1000, 5000
e 10000 vezes com tampdo fosfato. As substancias isoladas e o Trolox (substéncia de
referéncia (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) - analogo da vitamina
E) foram analisadas nas concentracfes de 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 M, empregando-se o
mesmo sistema diluente. A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (excitagéo
| =485nm e emissdo | =528nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reacdo a
cada 2 min por um periodo de 70 min (temperatura=37°C). Os resultados foram expressos
como pumol de Trolox equivalente (TE) por grama de extrato ou fracdo em base seca (umol de
TE/g) e como Trolox equivalente relativo para as substancias isoladas. Como controle
positivo utilizouse écido cafeico, acido clorogénico e quercetina e como controle negativo a

solugdo diluente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.



4.8.5 Ensaios de quimiluminescéncia

4.8.5.1. Ensaio celular

Este ensaio foi realizado como descrito por Kanashiro et al. (2004) e Souza et al.
(2007). No tubo reacional, & suspensdes de leucécitos polimorfonucleares (LPMN) (1x10°
célulassmL) foi adicionada solugdo contendo luminol (160 nmol/L), sendo em seguida
tratadas com o diluente DMSO, concentragdo final £ 1% (controle negativo) ou com as
amostras-teste (6,25 a 100 ng/mL do extrato etandlico bruto ou fragdes ou 3,125 a 50 ng/mL
das substancias isoladas e controle positivo) dissolvidas em DM SO (diluente). Os tubos foram
incubados por 3 min. a 37°C e o zimosan opsonisado (ZO, 1mg/mL) foi adicionado para
iniciar a geracdo das EROs. ZO foi preparado segundo método de Cheung et al. (1983) com
peguenas modificacbes (KANASHIRO et al. 2004). A producéo de quimiluminescéncia (QL)
foi mensurada em um lumindémetro (AutoLumat LB953, EG& G Berthold, Germany) durante
15 min, a37°C. A area sob acurvada QL (AUC) foi usada para calcular a atividade inibitoria
de cada amostra, como segue: porcentagem de inibicdo = 100 — (AUC amostra/AUC controle)
x 100. A atividade relativa de cada amostra analisada foi comparada através de seus valores
de ICsp (concentragdo necessaria para promover 50% de inibicdo da QL). Como controle
negativo foi utilizado o diluente das amostras (DMSO a 1%) e como controle positivo o
flavondide quercetina (3,125 a 50 ppm).Todos os procedimentos foram realizados pelo menos

em triplicata.

4.85.2. Ensaiolivrede células

Este ensaio foi desenvolvido segundo Krol et al. (1994) com modificacBes. No tubo
reacional, aliquotas de solucéo de HO, (50 mmol/L) foram adicionadas, juntamente com a
solugédo de luminol (160 nmol/L) e tratadas com o diluente DM SO, com concentracdo final £
1% (diluente, controle negativo) ou as amostras-teste (6,25 a 100 ng/mL do extrato etandlico
bruto ou fragfes ou 3,125 a 50my/mL das substancias isoladas e controle positivo) dissolvidos
em DM SO (diluente). Os tubos foram incubados por 3 min. a 30°C e a geracéo das EROs foi
iniciada pela adicdo da HRP @Horseradish Peroxidase) (0,2UlI/mL). HRP e H,O, foram



preparados em tampdo sodio-fosfato pH 7,4 (0,1mol/L). A quimiluminescéncia (QL) foi
mensurada em lumindmetro por 15 min. a 30°C. A inibicdo da QL foi expressa em
porcentagem, como no ensaio celular. Determinaram-se também os valores de 1Csp. Como
controle negativo foi utilizado o diluente das amostras (DMSO a 1%) e como controle
positivo o flavordide quercetina (3,125 a 50 ppm). Os experimentos foram realizados pelo

menos em triplicata.

4.8.6 Ensaios para avaliagao da citotoxidade

A citotoxicidade in vitro frente a polimorfonucleares foi avaliada empregando dois
ensaios. o teste de exclusdo com Azul de Tripan e a atividade da Lactato Desidrogenase
(LDH). Estes ensaios foram realizados como descrito em Lucisano-Vaim et a. (2002) e
Souza et d. (2007). Aliquotas de LPMN (1 x 10° céulasmL) foram incubadas por 15 min. a
37°C com as amostras-teste (flavonoides em 50 pmol/L e extrato bruto e fragdo a 100 pg/mL)
e DMSO a 1% (controle negativo, diluente). A lise total das células (controle positivo) foi
atingida com 0,2% (v/v) Triton X-100. A atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) liberada
no sobrenadante foi mensurada usando o kit LDH Liquiform™ e este ensaio esta baseado no
decréscimo da absorbancia da NADH o qual foi lido em 340 nm em um espectrofotémetro
DU-70 (Beckman, Fullerton, CA, USA) durante 3 min, a 37°C. Na avdiacéo da
citotoxicidade pelo teste de exclusdo com Azul de Tripan, os botdes (pellets) de células foram
suspensos em HBSS-gel e a viabilidade celular foi estimada, baseando-se em contagem de

200 células.Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.9 Analise estatistica

Para cada tipo de experimento foi utilizado o teste estatistico mais adequado (por
exemplo, ANOVA, teste de Tukey, dentre outros). Os resultados foram apresentados como
meédia (coeficiente de variagéo, %CV).



5 RESUL TADOS



SRESULTADOS

5.1 Preparacdo dos extratos, fracionamento e identificacdo de substancias

majoritérias com atividade antioxidante

Inicialmente foram obtidos os extratos brutos da planta in natura, os quais tiveram

seus rendimentos em massa cal culados (Tabela 4).

Tabela 4: Rendimento em massa dos extratos brutos obtidos de Alternanthera maritima

Parte da planta (alternanthera maritima) Extratos Cdédigo massa (g)
Partes aéreas Hexanico AmpaH 10,60 g
Materia vegetal estabilizado (2300 Q) Etandlico Ampae 86,779
Partes aéreas EAFL 4390¢
. . AqQuoso
Material vegeta estabilizado (500,0 g) EAQL 28,379

EAFL: Extrato aguoso frio liofilizado; EAQL: Extrato aquoso quente liofilizado

Com o objetivo de encontrar, isolar e identificar substancias antioxidantes nos extratos
de A. maritima (partes aéreas) procedeurse o fracionamento direcionado pela avaliacdo da

atividade antioxidante empregando-se diferentes ensaios in vitro.

Na avaliacdo inicial da atividade antioxidante dos extratos brutos (hexanico, etandlico
e aguoso) obtidos das partes aéreas de A. maritima planta in natura, apenas o extrato etandlico
apresentouse ativo. Dando sequiéncia ao fracionamento este extrato foi entdo suspenso em
metanol/H,O e submetido a particdo liquido — liquido com hexano e diclorometano visando a

eliminagéo de pigmentos e constituintes apolares de menor interesse.

A fracdo hidroalcodlica procedente desta particdo foi cromatografada em uma coluna
contendo Amberlite XAD-2, obtendo-se, apds eluicdo com H,O e etanol, a fase etandlica
(AmpaeE). Esta etapa do processo foi realizada visando extrair aminoacidos, acucares e sais
inorganicos pela eluicdo com HO e concentrar glicosideos (flavondides, saponinas, e outros
compostos polares) na fase etandlica (AmpaeE). No monitoramento da atividade antioxidante
a fase etandlica (AmpaeE) manteve-se ativa, sendo em seguida concentrada e submetida a
particéo com n-butanol e H,O, obtendo-se entdo a fase butandlica (AmpaeEb) que apresentou

se com €levada atividade antioxidante.



Dando-se sequiéncia a investigacao fitoquimica, obteve-se o perfil quimico do extrato
bruto etandlico (Ampae) e da fracdo butandlica (AmpaeEb) ativos empregando-se a

cromatografia liquida de ata eficiéncia, CLAE (Figuras 6 e 7).
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Figura 6: Cromatograma obtido por CLAEUV/DAD (coluna G18, spe, Altech) do extrato etandlico bruto
(Ampae) das partes aéreas de Alternanthera maritima in natura.
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Figura 7: Cromatograma obtido por CLAEUV/DAD (coluna C-18, spe, Altech) da fracdo butandlica
(AmpaeEb) do extrato etandlico das partes aéreas de Alternanthera maritima in natura.

Condices de andlise: coluna supelco RP-18, 5mm e fase mével, a 1,0 mL/min, MeOH:H,O com 0,1% de acido
acético-eluicdo por gradiente: [0 a 15 min (10 a 30% de metanol), 15 a 25 min (30% metanol), 25 a 50 min (30 a
100% metanol), 50 a 55 min (100 a 10% metanol), 55 a 60 min (10% metanol)]. Substancias caracterizadas pelo
tempo de retencéo e espectro naregido do ultravioleta.



Observou-se através da andlise via CLAE de Ampae e AmpaeEb que os seus perfis
cromatogaficos foram similares, porém verificorse que em AmpaeEb algumas substancias
foram concentradas, sendo possivel visualizar a presenca de picos mais intensos,

principalmente entre 30 e 45 minutos de retengéo.

Ent8o, no intuito de se identificar estas substancias majoritérias presentes nos extratos
ativos (Ampae e AmpaeEb), procedeuse a analise comparativa do perfil cromatografico
destes extratos com comparacéo com substancias padréo de referéncia do banco de padrfes do
laboratorio (estudo de desreplicacdo). Todas as andlises foram realizadas nas mesmas
condicdes, sendo as substancias caracterizadas pelo tempo de retencdo e espectro na regido do
ultravioleta. (Tabela 5). Para confirmagdo da presenca ou ndo das substancias no extrato e
fases da particdo ativos langou-se mao da técnica de enriquecimento padréo ou técnica de co-
injecdo, sendo as amostras sob analise enriquecidas com as substancias padréo e em seguidas
submetidas a analise cromatografica. Nove flavondides puderam ser identificados no extrato

Ampeae e na fase AmpaeEb.

Tabela 5: Sinais cromatogréficos obtidos por CLAEUV/DAD (tempo de retengdo em min e absor¢do maxima
no UV em nm) dos flavondides isolados de Alternanthera maritima planta in natura no estudo fitoquimico
direcionado pela atividade antioxidante.

Flavonoide (amostra-padr&o isolada planta in Tempo de Comprimento deonda
natura) retencdo (min) | maximo no espectro (nm)
3-metoxi quercetina (A11) 42 485 O58: 205 358: 387
Vitexina (A14) 34,702 215; 268; 333
Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)-b-D- .
gaactopiranosideo (A 16) 39,708 256; 356
Quercetina 3-O-a-L-ramnos| (1® 6)-b-D- .
glucopiranosideo (A 1(7) 37,504 256; 356
2"-O-a-L-ramnopiranosilvitexina (A18) 34748 215: 269: 335: 337
2" -O-a-L-glucopiranosivitexina (A19) 34386 215: 269: 339
Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)-b-D- )
glucopiranosideo (A20 39,572 255; 356
5,7 diidroxi-4 -metoxiflavona-8- O-a-L-ramnosil . . ) .
(1® 2)-C-b-D-glucopiranosideo (A21) 37,69 205, 214; 217, 269; 334
Quercetina (A23) 41,200 255: 372

Condigdes de andlise: coluna supelco RP-18, 5mm e fase movel, a 1,0 mL/min, MeOH:H,O com 0,1% de é&cido
acético-eluicdo por gradiente: [0 a 15 min (10 a 30% de metanol), 15 a 25 min (30% metanol), 25 a 50 min (30 a
100% metanol), 50 a 55 min (100 a 10% metanol), 55 a 60 min (10% metanol)]. Substancias caracterizadas pelo
tempo de retencéo e espectro naregido do ultravioleta.



Devido ao fato de que as substancias identificadas nos extratos concentraramse na
regido entre 30 e 45 minutos de retencdo realizouse ainda uma otimizagdo das condicoes
analiticas em CLAE — UV/DAD, obtendo-se uma melhor separacdo dos flavondides em
andlise (Figura 8).
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Figura 8: Cromatograma obtido por CLAEUV/DAD (coluna C-18, spe, Altech) da fragdo butandlica
(AmpaeEb) do extrato etandlico das partes aéreas de Alternanthera maritimain natura.

Condicdes de andlise: coluna supelco RP-18, 51m, 225 x 4,6 mm, Merck e fase mével, com elui¢do por
gradiente a 0,8 mL/min, consistindo de solvente A (acetonitrila) e solvente B (&gua/écido acético, 99:1, v/v, pH
2,88) como segue: 15% A (15 min), 15-20% A (7 min), 20% A (5 min), 20-40% A (5min), 40% A (5 min), 40-
15% A (3min). Substancias caracterizadas pelo tempo de retencdo e espectro na regido do ultravioleta (1 =330
nm).



Com estas andlises nove flavondides foram identificados como substancias
majoritérias no extrato ativo Ampae de A. maritima: dois agliconas (A1l e A23); quatro C-
glicosilados (A14, A18, A19 e A21) etrés O-glicosilados (A16, A17 e A20) (Figura9).

A11- 3-metoxi -quercetina A23- Quercetina A16 - Isorhamnetina 3-O-a-L-ramnosil
(1® 6)-b-D-galactopiranosideo

A20 - Isorhamnetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)
-b-D-glucopiranosideo

A19 - 2" -O-a-L-glucopiranosilvitexina A21 - 5,7 diidroxi-4'-metoxiflavona-8-O-a-L-
ramnosil (1® 2)-C-b-D-glucopiranosideo

Figura 9: Flavondides identificados de Alternanthera maritima



Com o objetivo de avaliar atividade antioxidante dos constituintes do extrato ativo,
procedeuse o fracionamento guiado pela atividade antioxidante, visando isolar e purificar
estes flavonoides majoritarios e investigar sua capacidade antioxidante individualmente. Visto
que afracdo butandlica foi capaz de concentrar os flavonddes identificados (maior intensidade
dos picos) e da mesma forma apresentouse mais ativa frente aos ensaios antioxidantes
procedeurse entdo seu fracionamento. A fase butandlica foi cromatografada utilizando-se
coluna de sephadex LH-20 (100 x 5 cm) e eluicdo com metanol na intencdo de separar 0s
flavondides presentes visto que o sephadex comporta-se como uma peneira molecular. Deste
processo cromatogréfico foram coletadas 110 fracbes de 15mL cada, as quais foram
monitoradas por CCDC sendo entdo agrupadas em 4 fragOes principais de acordo com a
similaridade dos compostos presentes. As fragbes foram monitoradas quanto a atividade
antioxidante e destas foram isoladas nove substéncias através de métodos cromatogréaficos

diversos e recristalizagoes (Figura 5, p. 50).

Os flavonoides isolados foram identificados empregando-se a CLAE-UV/DAD por

comparacdo com substancias padréo e/ou espectrometria de massa (IES-EM).

O flavondide A1l identificado por CLAE-UV/DAD por comparagdo com amostra
padréo e co-injecdo (adicdo de padrdo, enriquecimento) (Figura 10).
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Figura 10: Cromatogrames obtidos por CLAE para as substancias: (a) 3-metoxi-quercetina padréo; (b)
substancia A11 isolada e (c) 3-metoxi-quercetina padrdo + substancia A11 isolada.

CondicBes de andlise: Cromatografo liquido LC-6A, Shimadzu, coluna Shimpack ODS 4,6 x 250mm,
?=280nm, fluxo 1mL/min., fase mével metanol/agua (gradiente: 0,01min — 50% MetOH; 25min. — 100%
MetOH; 30min. — 100% MetOH; 35min. — 50% MetOH; 40min. — 50% MetOH.



Para a confirmacdo da identidade dos flavondides isolados e sua pureza procedeuse a
andlise por |IES — EM, sendo obtidos seus espectros de massa (Figuras 11 a 25). Pela andlise
de seus espectros de massa por electrospray em modulo negativo e positivo, foi possivel
identificar o ion quase-molecular [M — H]" e o ion correspondente ao adulto com sodio [M +

Na]*, contribuindo portanto para a confirmag&o das estruturas propostas (Tabela 6).

Tabela 6: Sinais equivalentes aos ions formados (em m/z) obtidos no espectro de massa IES-EM (modulo
negativo e modul o positivo, 30V) dos flavondides isolados das partes aéreas de Alternanthera maritima plantain
natura no estudo fitoquimico direcionado pela atividade antioxidante.

Flavondide (amostra-padr&o isolada planta in Maodulo Modulo Peso
natura) Negativo Positivo molecular

[M—-H]" | [M+Na]" [M]

3-metoxi quercetina (A11) - - 316

Vitexina (A14) 431 455 432

|soramnetina 3-O-a-L-ramnosi| (1® 6)-b-D- 623 647 624
galactopiranosideo (A 16)

Quercetina 3-O-a-L-ramnosi| (1® 6)-b-D- 609 633 610
glucopiranosideo (A17)

2’-0-a-L-ramnopiranosilvitexina (A 18) 577 601 578

2'-O-a-L-glucopiranosilvitexina (A19) 593 617 594

|soramnetina 3-O-a-L-ramnosi| (1® 6)-b-D- 623 647 624
glucopiranosideo (A20)

5,7 diidroxi-4' - metoxiflavona-8- O-a-L-ramnosi| 591 615 592

(1® 2)-C-b-D-glucopiranosideo (A21)
Quercetina (A23) 301 - 302

- . Experimento ndo realizado

As andlises dos espectros obtidos por IES-EM forneceram informag6es importantes
para a identificacdo dos flavondides isolados. Através das analises em médulo negativo é
possivel identificar os ions quasi-molecular formados, os quais apresentavam 1 um.a. a
menos em seu peso molecular, devido a perda de um H [M — H']. JAem mddulo positivo foi
possivel identificar os adultos formados com o fon Na', os quais apresentavam 23 u. m. a. a

mais devido a adicdo do Na" namolécula[M —Na'].



R 77 NEGATIVO DIONES 1 {1. GIJ;} Gzn {Eer‘l 2, 80, UD Ht}

Scan ES-

. 50506
. 1‘-~"‘:’| 5046872 | -
| =
| 430,81
4936704
[ | |
|
1
o %%
| |
432.07
1475682
o
43307
120.98 255.15  311.21 BE3.08 80023
| 151183 198380 322?33 1%32203 ﬂwmﬁg%@;%ﬁgﬁf fggﬁgﬁ'; 757.00 221622 104688994.00
M AN P s .0 568 46765 (33403
IR 77 NEGATIVO DIONES 1 (1. UD? Scan ES-
100- 6.38e6
| 5334595 431.18
| G172160
i
| |
| |
% |
|
43206
1496128
[
| |
26516 31126 '455_9? 863.13
| , 199808 337712 2B55684 305|392
0 bbb b l-l. *—LTH—*”»"W-HMFWTW. e e 1\
| 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 |

Figura 11: Espectro de massade A14, IES-EM, médulo negativo, 30V.
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Figura 12: Espectro de massade A14, IES-EM, médulo positivo, 30V.
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Figura 13: Espectro de massade A16, IES-EM, médulo negativo, 30V.
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Figura 14: Espectro de massade A16, IES-EM, médulo positivo, 30V.
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Figura 15: Espectro de massade A17, IES-EM, mddulo negativo, 30V.
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Figura 16: Espectro de massade A17, IES-EM, mddulo positivo, 30V.
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Figura 17: Espectro de massa de A18, IES-EM, mddulo negativo, 30V.
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Figura 18: Espectro de massade A18, IES-EM, mddulo positivo, 30V.
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Figura 19: Espectro de massa de A19, IES-EM, mddulo negativo, 30V.
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Figura 20: Espectro de massa de A19, IES-EM, mddulo positivo, 30V.
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Figura 21: Espectro de massade A20, IES-EM, médulo negativo, 30V.
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Figura 22: Espectro de massa de A20, IES-EM, médulo positivo, 30V.
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Figura 23: Espectro de massade A21, IES-EM, médulo negativo, 30V.
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Figura 24: Espectro de massade A21, IES-EM, médulo positivo, 30V.



ang hir Bar (13 e nar GEL nat nre ace aat 1114 LE2 are aoi 08} ‘
2y B e i % s, 't Bt s ie._ﬁ?f_._.ﬂ___iﬁ.qi&_rw.c}aqtf_.ﬂ_.aft_ﬁtggtﬁ_:&. ht,.ﬂn__.__.ﬁ___._.__._______
] LT IZFF D L [T _
| _ S G8E r \e LATEEL goLEEREL §
LG ¥ LRD | (§ | h..nﬂ_" r"_ |
*ROTLEL || B0ICERI :
| |
|
| [}
|
|
L
!
|
1
L oot
! £ LOE
_..Mwm_—_h_.:m . AEEED GIN-IZT-0L AN - KLV SOIUYA - #1521

Figura 25: Espectro de massade A23, IES-EM, médulo negativo, 30V.



5.2 Analise comparativa: plantain natura e obtida por cultura de células

Para as culturas de células de Alternanthera maritima (cultura de calos) nos meios T11
e T43 foram também preparados os extratos brutos. A massa obtida de extrato (extragdo com
hexano, cloroférmio e metanol e reunidos), partindo-se de 1,0g do p6 de células (meio de
cultura semi-solido, 30,0g/L de sacarose, 30 dias de cultivo) foi: Am T43 = 32,54mg; Am
T11 = 94,64mg. Nos ensaios antioxidantes, da mesma forma que na planta in natura, os
extratos orgéanicos mantiveram-se ativos. Portanto, obteve-se o perfil quimico via CLAE dos
extratos ativos das culturas de calos de A. maritima (Am T11 e Am T43), empregando-se as
mesmas condigdes de andlise visando a comparagdo de seus perfis cromatograficos (Figura
26). A andlise dos cromatogramas possibilitou verificar que o perfil cromatogréfico dos
extratos das culturas em T11 e T43 foi similar, diferindo apenas na intensidade de alguns
picos. Ja quando se comparou o perfil dos extratos da plantain natura com o dos extratos das
culturas de calos observouse uma semelhanca, porém diferindo em abundéancia e intensidade
dos picos observados (Figura 27). Comparando-se o tempo de retencdo dos flavondides
padréo (Tabela 5, p. 60) com os picos presentes nos cromatogramas dos extratos das culturas
de calos pode-se sugerir a possibilidade da presenca destes flavondides também nos extratos
das culturas de cdlulas (Am T11 e Am T43).
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5.3 Avaliacdo da atividade antioxidantein vitro

5.3.1 Ensaio dereducéo do 3-caroteno em CCDC

O ensaio de reducéo do [3-caroteno em CCDC avaliou a capacidade dos extratos e
fracBes em impedir a autoxidacdo do 3-caroteno. Apds a revelagcdo da cromatoplaca com o (3
caroteno foi observado a presenca de manchas amareladas em algumas regifes da corrida
cromatogréfica tanto do extrato Ampae quanto da fracdo AmpaeEb. A presenca destas
manchas deve-se ao fato de que nestas regibes podem estar presentes substancias

antioxidantes, as quais impediram a autoxidacao do 13-caroteno.

5.3.2 Ensaio dereducao do radical DPPH

Através deste ensaio foi avaliada a capacidade dos extratos, fracdes e substancias
isoladas em reduzir o radical DPPH. Para isso primeiramente foi analisado o conportamento
destas amostras em funcéo do tempo (5 a 45 minutos) a fim de se estabelecer o tempo ided
para a realizacéo dos ensaios. Foram avaliados entdo o Trolox (substéncia padréo, controle
positivo), o extrato etandlico bruto (Ampae) e sua fragdo butandlica (AmpaeEb) todos na

mesma concentracdo de 12,5 ug/mL (Figura 27).

80 - —e— Ampae

20 4 —a— AmapeEb

—a— Trolox
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Figura 27: Comportamento cinético das amostras Ampae, AmpaeEb e Trolox na concentragéo de 12,5 pg/mL

(percentagem de reducéo do radical DPPH em func&o do tempo em minutos)



Observou-se pela andlise destes resultados que para todas as amostras houve um
aumento na porcentagem de reducdo do radica em funcdo do tempo, porém foi constatado
gue entre os tempos de 25 a 30 minutos ocorreu uma otimizagéo da atividade redutora dos
extratos seguida por uma tendéncia de estabilizag&o. Portanto para a continuidade dos ensaios

padronizouse a leitura das amostras no tempo de 30 minutos.

O extrato etandlico bruto (Ampae) e sua fracdo butandlica (AmpaeEb) foram
avaliados nas concentragfes de 3,125 a 100 pg/mL juntamente com os controles positivos
Quercetina (flavondide) e Trolox (substéncia andloga da vitamina E) nas mesmas
concentragdes. Analisando-se os resultados deste ensaio pode-se observar que o Ampae
apresentou se bastante ativo atingindo na concentracdo de 25 pg/mL pouco mais de 68% de
reducdo do radical. Ja a fracdo AmpaeEb foi capaz de apresentar um melhor comportamento
em relacdo ao seu extrato bruto (81,76% de reducdo na concentragéo de 25 pg/mL). Tanto o
extrato como sua fracdo apresentou maiores porcentagens de reducdo do que o flavonoéide

quercetina padrdo, porém menores que o padrdo Trolox (Figura 28, Tabela 7).

DPPH

100-
316,25 pg/mL

. I 12,5 pg/mL
25 pg/mL
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Ampae AmpaeEb Quercetina Trolox

Figura 28: Avaliacdo da capacidade de reducdo do radical DPPH (em percentagem, %) do extrato Ampae, da
fracdo AmpaeEb e dos controles postivos quercetina e trol ox



Tabela 7: Porcentagem de reducdo do radical DPPH do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Alternanthera maritima (Ampae), fragdo butandlica (AmpaeEb) e controles positivos (quercetina e Trol ox).

Amostras 6,25 pg/mL 12,5 pg/mL 25 pg/mL
Extrato etandlico
bruto (Ampae) 46,54 (8,52) 49,65 (2,28) 68,92 (4,34)
Fracdo butandlica
(AmpaeEh) 62,11 (20,20) 71,06 (3,16) 81,76 (10,29)
Quercetina* 36,98 (4,12) 45,62 (3,38) 57,39 (1,29)
Trolox* 77,75 (11,53) 79,04 (13,70) 80,50 (2,60)

Dados expressos como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata; *: controles positivos

Os flavondides isolados do extrato etandlico de A. maritima (partes aéreas) também
foram avaliados nas concentracOes de 1,5625 a 50 pg/mL juntamente com o padr&o Trolox.
Neste ensaio observouse que os flavondides Al14, A18, A19, A20 (C-glicosilados) e os
flavondides A16 e A20 (O-glicosilados) ndo apresentaram atividade redutora do radical.

Porém os flavonoides A11 e A23 (agliconas) e o flavonodide O-glicosilado A17 apresentaram
se bastante ativos nos ensaios (Figura 29, Tabela 8).

DPPH
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Figura 29: Avaliacéo da capacidade de redugdo do radical DPPH (em percentagem, %) dos flavondides isolados
de Alternanthera maritima.

Tabela 8: Porcentagem de reducéo do radical DPPH dos flavonéidesisolados de Alternanthera maritima

Flavonoides

6,25 pg/mL 12,5 pg/mL 25 pg/mL




All 49,22 (20,31) 52,28 (20,99) 58,01 (7,42)
Ald - -

A16

AL7 39,83 (17,65) 4354 (2,11) 52,14 (10,56)

A18

A19 - - -

A20 - - -

A21 - - -

A23 37,45 (4,73) 44,77 (5,38) 56,23 (1,03)

Trolox* 77,75 (11,53) 79,04 (13,70) 80,50 (2,60)

Dados expressos como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata; -: ndo ativo; *: controle positivo

Os extratos etandlicos das culturas de células obtidas em dois meios de cultura
(AmT11 e AmT43) também foram avaliados quanto a atividade frente ao radica DPPH,
juntamente com o extrato etandlico (Ampae) da planta in natura. Comparando-se a atividade
antioxidante dos extratos AmT11 e AmT43, observouse que ambos apresentaram atividade
redutora do radical DPPH, porém o extrato AmT11 foi um pouco mais ativo. Quando 0s
extratos das culturas foram comparados com o da planta in natura observou-se uma maior
atividade do extrato Ampae (Figura 30, Tabela 9).
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3 25 pug/mL
o I 50 pg/mL
’§" 75 I\ 100 pg/mL
©
o
= 50
()
©
S
251
\
ol -am

AmT11 AmT43 Ampae

Figura 30: Avaliacdo da capacidade de reducdo do radical DPPH dos extratos das culturas de células (AmT11 e
AmT43) e do exrato etandlico (Ampae) de Alternanthera maritima plantain natura.



Tabela 9: Porcentagem de reducéo do radical DPPH do extrato Ampae de Alternanthera maritima e dos extratos
obtidos das culturas de células (meios de cultura T11 e T43)

Amostras 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Eg:&io(ztf‘n”gﬁ;go 68,92 (4,34) 80,78 (9.73) 73.78 (17,67)
Am T11 10,94 (2,65) 23,20 (14,10) 26,31 (3,66)
Am T43 i 8,990 (1,70) 17,94 (3.92)
Quercetina* 36,98 (4,12) 45,62 (3,38) 57,39 (1,29)
Trolox* 77,75 (11,53) 79,04 (13,70) 80,50 (2,60)

Dados expressos como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata; -: ndo ativo; *:controles positivos

Os resultados obtidos pelo ensaio de reducdo do radical DPPH permitiram encontrar
valores |Csp (concentragdo da anostra capaz de reduzir o radica DPPH em 50%) para os
extratos, fracOes e substancias isoladas de A. maritima (Tabela 10).

Tabela 10: Vaores de concentragdo inibitéria (ICsp) para os extratos, fracdes e flavondides obtidos de
Alter nanthera maritima frente ao ensaio DPPH

Dados expressos como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata; 1Cso= Concentragédo que reduz

em 50% o radical DPPH. Estatisticas: (a ?b) e (a?b ?c), P<0,001. (ANOVA e Tukey’s post-hoc test)
* . Controles positivos.



Amostras [Cso (Mg/mL)

Ampae 9,99 (18,02)2
AmpaeEb 3,45 (15,49)°
AmTI11 >100
Am T43 >100
Flavonoides ICso (Mg/mL)
All 8,42 (4,29)°
Al4 >50
Al6 >50
AL7 18,93 (8,95)
Al8 >50
A19 >50
A20 >50
A2l >50
A23 13,89 (9,14)%
Quercetina* 13,06 (9,14) ®
Trolox * 2,22 (7,45) ©

5.3.3 Ensaio de fendistotais soliveis por Folin-Ciocalteu

Através deste ensaio foi avaliada a quantidade de fendis totais solUveis contida nas
amostras (extratos e fracdes) a fim de se estabelecer uma correlacéo entre o contetido fendlico
e atividade antioxidante destas amostras. Os resultados foram apresentados em termos de
miligramas de &cido gélico equivaente por grama de extrato ou fragdo em base seca (Tabela
11).



Tabela 11: Conteldo de fendis solUveis totais do extrato Ampae, fragdo AmparEb obtidos de Alternanthera
maritima plantain natura e dos extratos obtidos das culturas de células (meios de culturaT11 e T43)

Amostras Contetido fendlico
(mg de AGE/qg de extrato ou fracio)
Extrato etandlico bruto (Ampae) 305,05 (1,60)
Fracéo butandlica (AmpaeEb) 390,00 (0,76)
Extrato em T11 (AmT11) 154,88 (7,07)
Extrato em T43 (AmT43) 111,44 (0,89)

Dados apresentados como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata. Os resultados estdo expressos
como miligramas de &cido gélico equivalente por grama de extrato ou fragdo em base seca

Atraves deste ensaio pode-se verificar 0 teor de substancias fendlicas no extrato
etandlico bruto (Ampae) de A. maritima. Observouse também que a fracdo butandlica deste
extrato foi capaz de concentrar tais substéncias visto que o seu valor de AGE (4cido galico
equivalente) foi de 390,00, enquanto que para Ampae foi de 305,05. Quanto aos extratos das
culturas de células ambos apresentaram menor conteido fendlico do que o extrato da plantain
natura. Por outro lado, o extrato AmT11 apresentou valor maior de substancias fendlicas do

gue o extrato AmT43 possivelmente devido a diferenca de composi¢do entre os meios.

5.3.4 Ensaio ORAC

Através deste ensaio foram avaliadas a capacidade dos extratos, fragdes e substancias
isoladas em sequestrar radicais peroxil gerados por uma fonte radicalar. Para monitoramento
da reacdo foi utilizado a Fuoresceina (FL) como sonda fluorescente. Os extratos foram
avaliados nas concentractes de 2,5; 5; 25; 50 e 250 pg/mL. As fracdes em 0,25; 0,5; 2,5; 5 e
25 pg/mL e as substancias puras isoladas em 3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 uM.

Nas figuras 31 e 32 s0 apresentadas as curvas de decaimento da fluorescéncia da FL.
O primeiro gréfico mostra o comportamento do padréo Trolox no ensaio em diferentes
concentragdes. O segundo grafico mostra a atividade do extrato Ampae, da fracdo AmpaeEb e

do padréo Trolox.
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Figura 31: Efeito daconcentracdo do Trolox na curvade decaimento da fluorescéncia dafluoresceina
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Figura 32: Curva de decaimento da fluorescéncia da fluoresceina frente as seguintes amostras. extrato
Ampae e fracdo AmpaeEb de Alternanthera maritimg, branco e Trolox

Andisando-se a Figura 32 pode-se concluir que a fragdo butandlica foi a que
apresentou maior atividade sequestradora do radical, uma vez que inibiu por um tempo maior
0 decaimento da fluorescéncia da FL. O extrato etandlico bruto também apresentou uma boa
atividade, sendo que ambos na concentracdo de 2,5 pg/mL foram mais ativos, neste ensaio, do

que o padrdo Trolox na concentragéo de 3,125 pg/mL.



Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados da atividade antioxidante do extrato

Ampae e da fragcdo AmpaeEb no ensaio ORACr_ Os dados estéo expressos em pumol de trolox

equivalente por grama de extrato ou fragdo em base seca (umol de TE/Q).

Tabela 12: Valores de Trolox equivalente para os extratos obtidos de Alternanthera maritima frente ao ensaio

ORAC
Amostras Ensaio ORAC
(umol de TE/g de extrato ou fracao)
Extrato etandlico bruto (Ampae) 2560,94 (0,55)
Fracéo butandlica (AmpaeEb) 4855,20 (3,40)
Extrato em T11 (AmT11) -
Extrato em T43 (AmT43) -

-: Experimento ndo realizado. Dados apresentados como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em triplicata.
Os resultados est&o expressos como micromols de Trolox equivalente por grama de extrato ou fragdo em base

Seca.

Os resultados da atividade antioxidante no ensaio ORAC dos flavondides isolados

foram expressos como Trolox Equivalente (TE) e estdo sumarizados na tabela 13.

Tabela 13: Valores Trolox equivalente para os flavondides i solados de Alter nanthera maritima no ensaio ORAC

Amostras Ensaio ORAC (TE — Trolox Equivalente)
All 5,02 (0,78)
Al4 0,96 (1,38)
Al6 -
Al7 4,85 (1,50)
A18 1,41 (1,08)
A19 1,92 (1,25)
A20 -
A21 0,65 (1,95)
A23 5,40 (0,78)
Acido Gélico* 2,90 (2,19)
Acido Clorogénico* 2,60 (1,84)
Quercetina* 5,62 (0,89)

-. Experimento néo realizado. Dados apresentados como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata.
Os resultados estdo expressos como Trolox equivalente relativo, média (coeficiente de variagdo) dos ensaios em

triplicata; *: Controles positivos



Estes resultados mostram que todos os flavondides analisados apresentaram atividade
antioxidante com destaque para as substancias A11, A23 e Al7, as quais demonstraram-se

cerca de cinco vezes mais ativas que o padréo Trolox.

5.3.5 Ensaios de quimiluminescéncia

Através deste ensaio foram avaliadas a capacidade dos extratos, fragdes e substancias
isoladas de A. maritima em inibir a quimiluminescéncia gerada em sistema livre de células e
em sistema celular. Os extratos e fragdes foram avaliados nas concentragdes de 6,25; 12,5; 25;
50 e 100 pg/mL, enquanto que os flavondides isolados foram avaliados nas concentracfes de
3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 pug/mL.

Os resultados para os extratos e fragdes, expressos em 1Csp (concentracdo necessaria
para inibir em 50% a quimiluminescéncia gerada pelos radicais formados) estéo relacionados
natabela 14.

Tabela 14: Valores de concentracdo inibitéria (1Csp) para extrato etandlico bruto de Alternanthera maritima
plantain natura e suafracdo butandlica e para os extratos obtidos das culturas de células (meios de culturaT11 e
T43) no ensaio de quimioluminescénciado luminol em sistemaslivre de células e celular.

= = - : .
Extrato e fragdo (ng/mL) lerecljgsc;elulas Ssterr:g;)elular
Extrato etandlico bruto 11,90 (0.44) R 57,00 (4.27) "
(Ampae)
Fracao butandlica g 5
(AmpaeEb) 1,880 (0,05) 30,45 (5,42)
Extrato Am T11 62,14 (1,21) 2 100
Extrato Am T43 ~100 100

Dados expressos em pg/mL, como média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata;
iQuimiolumineﬂ:éncia produzida pela rea¢do |luminol-HPR-H,O, (n=3); TQui mioluminescéncia produzida por
neutréfilos humanos estimulados pelo zimosan (n = 4-6). 1Cso: concentragdo que inibe 50% da
qguimioluminescéncia. Estatisticas: (R ? g? a), P<0,001. (ANOVA e Tukey’ spost-hoc test)

Também neste ensaio a fracdo butandlica apresentou maior atividade quando
comparada ao extrato bruto Ampae. Quanto as culturas de células estas apresentaram pouca

atividade sendo observado que o extrato em T11 mostrou-se mais ativo que o extrato em T43.



Observou-se também que no sistema celular todas amostras apresentaram menor atividade em

relacéo ao sistemal livre de células.

Asfiguras 33 e 34 sumarizam o efeito do extrato e fracdo em diferentes concentraces

na inibicdo da quimiluminescéncia gerada em sistema livre de células e em sistema celular,

respectivamente.
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Figura 33: Efeito do extrato etandlico bruto de Alternanthera maritima (Ampae) e de sua fragdo butandlica
(AmpaeEb) na quimioluminescéncia gerada em sistema livre de células. Os dados foram expressos como
porcentagem de inibic¢&o da quimioluminescéncia ver susconcentracdo final das amostras na reag&o.
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Figura 34: Efeito do extrato etandlico bruto de Alternanthera maritima (Ampae) e de sua fragdo butandlica
(AmpaeEb) na quimioluminescéncia gerada em sistema celular. Os dados foram expressos como porcentagem
de inibicdo da quimioluminescéncia ver susconcentracdo final das amostras na reacéo.



Os flavondides isolados de A. maritima também foram avaliados neste modelo
experimental frente aos dois sistemas (livre de células e celular). Para ambos sistemas
foram obtidos os valores de | Cso dos flavondides estudados (Tabela 15).

Tabela 15: Valores de concentragao inibitéria (1Csp) para os flavonoides isolados de Alternanthera maritima no
ensaio de quimioluminescénciado luminol em sistemaslivre de células e celular.

. Livrede células’ Sistema celular’

Flavonaides (umol/L) ICeo |Cey

A1l 7,310 (0,11) 2 8,720 (0,78) 2

Al4 - -

A16 21,15 (0,45) ® 32,19 (4,36) °

A17 5,220 (0,07) 43,41 (1,46) ¢

Al8 >50 >50

Al19 >50 >50

A20 4,820 (0,12) 37,41 (1,96)

A21 >50 >50

A23 4,170 (0,13)° 6,320 (0,79) 2

-: Experimento ndo realizado; Dados expressos em pmol/L como média (coeficiente de variacdo) do ensaio em
triplicata; *Quimioluminescéncia produzida pela reacdo luminol-HPR-H,0, (n=3); "Quimioluminescéncia
produzida por neutréfilos humanos estimulados pelo zimosan (n = 46). 1Csq: concentragdo que inibe 50% da
qguimioluminescéncia. Estatisticas:(a? b ? ¢ ? d? e), P<0,001. (ANOVA e Tukey's post-hoc test)

Através destes resultados foi possivel observar que os flavondides A1l e A23
apresentaram as maiores atividades. Os flavondides A16, A17 e A20 também apresentaram-se
ativos, porém com valores reduzidos. Os flavondides A18, A19 e A20 ndo apresentaram
atividade antioxidante neste protocolo experimental. O efeito dos flavonoides isolados de A.
maritima na quimiluminescéncia gerada em sistemas livre de células e celular pode

visualizado nas figuras 35 e 36, respectivamente.
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Figura 35: Efeito dos flavondides isolados de Alternanthera maritima na quimioluminescéncia gerada em
sistema livre de células. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo da quimioluminescéncia
versusconcentracdo final das amostras nareagéo.
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Figura 36: Efeito dos flavondides isolados de Alternanthera maritima na quimioluminescéncia gerada em sistema
celular. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo da quimioluminescéncia versus concentracdo
final das amostras nareacao.

O €feito citotoxico das amostras frente a polimorfonucleares também foi investigado,
uma vez que este pode ser um dos mecanismos que envolvem a inibicdo da
guimiluminescéncia no sistema celular. A citotoxicidade foi avaliada pela viabilidade celular
através do método de exclusdo com Azul de Tripan e através da avaliagcdo da atividade da
enzima Lactato desidrogenase (LDH). Nenhuma amostra apresentou efeito citotoxico neste
ensaio, uma vez que verificouse ata viabilidade celular e baixa atividade da LDH para todas
as amostras analisadas (Tabela 16).



Tabela 16: Avaliagdo da citotoxicidade in vitro dos extratos, fragdes e flavondides isolados de Alternanthera
maritima frente a polimorfos nucleares.

P Viabind?% celular” Ativé:ch:(e fO%I(S)DHT
Triton X -100* 0,0 117,60 (6.02)
DMSO a 1%** 91,50 (3,39) 6,49 (1.11)

Extrato etandlico bruto (Ampae) 78,50 (1,50) 1,39 (0.07)
(100 pg/mL)
Frac&o butandlica 82,00 (1,00) 0,76 (0.17)
(AmpaeEb) (100 pg/mL)
Extrato Am T11 80,50 (6,36) 0,93 (0,17)
Extrato Am T43 78,50 (0,71) 1,27 (0,35)
Flavonoides (50 pmol/L)
AL 97,75 (0.35) 5,22 (0,27)
Al4 B B
A16 95,75 (2,47) 3,08 (0,11)
AL7 94,50 (0,72) 5,63 (1,01)
A18 87,50 (0,72) 581 (1,64)
A19 91,50 (3,54) 4,08 (1,93)
A20 87,00 (2,83) 4,13 (1,46)
A1 9350 (1,41) 5,74 (2,27)
AD3 91,25 (1,77) 6,29 (3,20)

-; Experimento ndo realizado; Dados expressos com média (coeficiente de variagdo) do ensaio em triplicata.
Vlabllldade cel ular avaliada pelo teste de exclusdo com Azul de Tripan, baseado na contagem de 200 células
(neutrdfilos); "Atividade da LDH liberada no sobrenadante apos 15min. de incubagdo com as amostras a 37°C.
*:Triton X-100 (0,2%, v/v) promoveu lise total dos 1x10° polimorfos nucleares, usado como controle positivo.

**: Controle negativo



6 DISCUSSAO



6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos tém-se verificado a ocorréncia de um grande nimero de doencas que
apresentam sua etiologia relaciorada ao estresse oxidativo e este fato tem despertado o
interesse no estudo de alimentos e produtos naturais ricos em antioxidantes visando a
quimioprevencdo devido a sua capacidade de seqUestrar radicais livres. Assim, o estudo com
produtos naturais fazse necess&rio uma vez que o Brasil possui uma vasta biodiversidade

muito pouco estudada em termos quimicos e biol 6gicos.

A familia Amaranthaceae possui plantas promissoras quanto a atividades biol6gicas
(antibacteriana, antifungica, tripanocida, leishmanicida, antiinflamatéria, imunomodulatéria
etc.) e agumas sdo utilizadas na medicina popular e como alimento (SIQUEIRA, 1987),
apresentando-se, portanto, como matrizes potenciais para a busca de antioxidantes naturais
uma vez que ha trabalhos (KIM et al., 2004; HAVSTEEN, 2002) sugerindo relacdo, por
exemplo, entre a ocorréncia de polifendis, propriedades farmacoldgicas (antiinflamatoria e
imunomodulatdria) e a capacidade de sequestrar radicais livres. Apesar disto, poucas espécies
de Amaranthaceae tém sido estudadas explorando este potencial (SOUZA et a., 2007,
SALVADOR et al., 2006; CAl et al., 2003).

A espécie A. maritima pertence ao género Alternanthera que tem se mostrado rico em
espécies promissoras quanto a atividade biolégica como antineoplésica (A. brasiliana),
antiinflamatéria (A. brasiliana, A. tenella e A. maritima) e antivira (A. philoxeroides).
Algumas sdo usadas na medicina popular para uma variedade de fins como: A. brasiliana
(infuso das flores) empregada no combate a tosse; A. pugens (planta total) empregada no
tratamento de sifilis e moléstias cuténeas; A. tenella (infusdo das folhas) usada como diurético
e A. bettzichiana (planta total) empregada como analgésico e anti-pirético (SIQUEIRA;
GUIMARAES, 1984; SIQUEIRA, 1987).

Outro aspecto relevante é que, apesar de A. maritima ndo ser utilizada na medicina
popular, em trabalhos prévios seus extratos apresentaram atividade antibacteriana,
antifngica, tripanocida, leishmanicida e imunomodulatéria, sendo verificada a ocorréncia de
flavondides, alcadides e saponinas nos extratos bioativos (SALVADOR, 2005;
SALVADOR; DIAS, 2004). Culturas de células deste vegetal também foram estabelecidas
(meios T11 e T43), verificando-se que os extratos obtidos das culturas de células mantiveram:



se ativos frente a bactérias, fungos e amastigotas de Leihmania (L.) amazonensis
(SALVADOR, 2005; SALVADOR et al., 2003). Em screening preliminar o extrato etandlico
das partes aéreas da planta in natura apresentou consideravel atividade antioxidante in vitro e
esta espécie, amplamente distribuida nas restingas e corddes arenosos do litoral brasileiro,
esta sujeita e adaptada a diferentes fatores ed&ficos como sdinidade, atas taxas de
luminosidade e variacdo de temperatura que podem ser desencadeadores de estresse
oxidativo. Assm estes fatos incentivaram o presente estudo para investigacdo da composi¢éo
guimicade A. maritima (plantain natura e obtida por cultura de células) de maneiraaisolar e
caracterizar substéncias com atividade antioxidante em estudo guiado por ensaios
antioxidantes com modelo experimental in vitro.

6.1 Estudo fitoquimico — fracionamento monitorado pela atividade antioxidante

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram isolar e identificar nove flavondides
como constituintes majoritarios s extratos ativos de A. maritima, sendo: dois agliconas
(A11 e A23), quatro C-glicosilados (A14, A18, A19 e A21) e trés O-glicosilados (A16, Al7 e
A20).

A investigacao fitoguimica monitorada pela atividade antioxidante mostrouse efetiva,
obtendo-se bons resultados no fracionamento direcionado pelos ensaios antioxidantes. Por
exemplo, ja na primeira etapa do fracionamento, com o processo de extragdo liquido-liquido
(Figura 4, p.47) na fase butandlica (AmpaeEb) conseguiu-se melhores resultados tanto na
atividade antioxidante, quanto no valor de conteido fendlico. Verificonse também uma
coeréncia em termos de substancias ativas encontradas visto que foram indetificados, como
substéncias majoritérias, tanto no extrato bruto Ampae, quanto em sua fracdo AmpaeEb,
flavondides que sdo substancias fendlicas e que também apresentam atividade antioxidante
(SOARES, 2002; RICEEVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; 1996).

Com a intencdo de verificar a identidade dos flavondides isolados estes foram
analisados via CLAE-UV/DAD, juntamente amostras-padréo e também por espectrometria de
massas (IES-EM). As andises dos espectros obtidos por IES-EM forneceram informagdes
importantes para a identificacdo dos flavonoides isolados. Através das analises em maédulo

negativo foi possivel identificar os ions quasi -molecular formados, os quais apresentavam 1



u.m.a. a menos em seu peso molecular, devido a perda de um H [M — H']. J& em mddulo
positivo foi possivel identificar os adultos formados com o fon Na', os quais apresentavam 23

u. m. a amais devido a adicio do Na" namolécula[M —Na'].

Desta forma foram confirmadas entdo a identidade dos flavondides presentes nos
extratos ativos de A. maritima. S&o eles: duas agliconas (quercetina —A23 e 3-metoxi
guercetina —Al1l); trés O-glicosideos (Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil  (1® 6)-b-D-
galactopiranosideo —A16; Isoramnetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)-b-D-glucopiranosideo —
A20 e Quercetina 3-O-a-L-ramnosil (1® 6)-b-D-glucopiranosideo —A17); e quatro C-
glicosideos (vitexina —-Al4; 2'-O-a-L-ramnopiranosilvitexina -A18; 2"-O-a-L-
glucopiranosilvitexina —A19; 5,7 diidroxi-4 -metoxiflavona-8- O-a-L-ramnosil (1® 2)-C-b-

D-glucopiranosideo —A21).

Quanto as substancias identificadas nos extratos ativos de A. maritima, pode-se dizer
gue estdo em coeréncia com a literatura, uma vez que em estudos fitoquimicos de algumas
espécies do género Alternanthera ha relatos da presenca de flavonoides (agliconas, C e O
glicosilados): Zhou, Blasko e Coedell (1988) relataram a presenca de um flavonoide C-
glicosilado (alternantina) em A. philoxeroides, Ruiz et al. (1991) documentaram a presenca de
flavondides nos extratos de A. pungens, Sahu e Chakrabarty (1993) isolaram de A. sessilis um
flavondide C-glicosilado, Brochado et a. (2003) identificaram no extrato etandlico das folhas
de A. brasiliana seis flavondides (derivados O-glicosilados de kampferol e querceting). Da
mesma forma, foram isolados de A. tenella e A. maritima flavondides agliconas, C e G
glicosilados (SALVADOR et a., 2004; SALVADOR,; DIAS, 2004; SALVADOR et al., 2006;
SOUZA et d., 2007).

Segundo Harbone et a. (1975) os flavondides sao derivados dos fenilpropandides e da
via do acetato e sdo bastante disseminados em plantas nas formas agliconas ou de glicosideos.
Dentre 0s agucares mais comumente encontrados nos flavondides estdo a glicose, galactose,
ramnose podendo também ocorrer ligagbes com xilose e arabinose. Segundo Rice-Evans,
Miller e Paganga (1997) estas variagfes nas estruturas dos flavondides séo derivadas de uma
rota biossintética comum (via fenilpropandides ou acetato) sendo que no decorrer de seu
desenvolvimento podem ocorrer modificagdes em sua extrutura como: hidroxilacOes,

metilacOes, isoprenilacdes, dimerizactes e glicosilagdes (O ou C-glicosideos).



Quanto aos flavondides isolados de A. maritima tratam-se de cinco flavonols (All,
A16, Al7, A20 e A23) e quatro flavonas (Al14, A18, A19 e A21) tendo como agucares
glicose, ramnose e galactose, apresentando coeréncia também em termos de biogénese, uma
vez que sd0 substancias quimicamente semelhantes (flavondides agliconas, O e C-

glicosilados), derivadas de rota biossintética comum.

6.2 Atividade biol6gica — avaliagdo da atividade antioxidantein vitro

Até o presente momento ndo foram encontrados trabalhos que relatassem a atividade
antioxidante de A. maritima. Porém, dentro do género Alternanthera encontramse na
literatura dois trabalhos com atividade antioxidante: Shyamala et al. (2005) avaliou a
capacidade antioxidante do extrato etandlico das folhas de A. sessilis através do método
DPPH. O extrato mostrouse ativo e esta atividade pareceu estar relacionada ao seu conteido
de polifendis (ndo especificado). Salvador et a. (2006) avaliaram o potencial antioxidante do
extrato etandlico de A. tenella empregando o ensaio ORACk. . Tanto o extrato bruto quanto
sua frac8o butandlica apresentaram atividade antioxidante, a qual estava relacionada seu
contetdo fendlico. Foram identificados seis flavondides com atividade antioxidante como

constituintess majoritarios sendo, duas agliconas e quatro C-glicosilados.

Visando a busca de antioxidantes em A. maritima (planta in natura e obtida por
cultura de células), os extratos brutos, fracBes e substéncias isoladas foram submetidos a
avaliacdo de sua capacidade antioxidante utilizando-se para isto ensaios com metodologias
indiretas (Ensaio de fendis total por Folin-Ciocalteu; ensaio de reducéo do radical DPPH) e
ensaios com metodologias diretas (Ensaio de reducdo do (3-caroteno; ensaio ORAC e ensaios
de quimiluminescéncia). O estudo fitoquimico monitorado pela atividade antioxidante
mostrou-se efetivo, sendo possivel isolar e identificar dos extratos ativos nove flavondides
(dois agliconas, trés O-glicosilados e quatro C-glicosilados). Os flavondides agliconas
isolados foram 0s que apresentaram melhor atividade antioxidante na maioria dos ensaios
empregados, enquanto os flavondides O-glicosilados mostraram-se consideravel mente ativos
nos métodos DPPH, ORACE_ e quimiluminescéncia livre de células. Os flavondides C-
glicosilados apresentaramse pouco ativos (ORACEg) ou sem atividade (DPPH e
quimiluminescéncia). Quanto aos extratos das culturas de células, tanto o extrato AmT11,

guanto o AmT43 demonstraram atividade antioxidante, porém com menor intensidade que o



extrato da planta in natura, sendo possivel identificar também nestes extratos substancias

fendlicas, por exemplo flavondides.

As substéncias de natureza polifendlica vém sendo intensamente relatadas como
responsaveis pela atividade antioxidante de diversos produtos naturais (PICCINELLI et al.,
2004; AQUINO et al., 2001). Sua atividade esta relacionada principalmente a sua capacidade
em sequestrar radicais livres, doar elétrons ou &omos de hidrogénio e quelar cations
metalicos (SOARES, 2002; RICEEVANS, MILLER; PAGANGA, 1997; 1996). Desta
forma, pode-se observar que as atividades antioxidante encontradas no extrato etandlico bruto

e em sua fragdo butandlica podem estar relacionada ao contetido fendlico destes extratos.

Quanto ao ensaio de reducdo do radical DPPH o extrato Ampae demonstrou-se ativo,
apresentando um comportamento linear, ou sgja, concentracdo-dependente, até a concentracéo
de 50 ug/mL. Na primeira concentracdo avaliada (3,125 pug/mL) o extrato ja apresentou cerca
de 20% de reducdo, a qual chegou a pouco mais de 80% na concentragdo de 50 pg/mL.
Porém, a partir desta concentracdo a porcentagem de reducdo iniciou um leve declineo,
passando na maior concentragdo (100 pg/mL) a apresentar uma reducdo de 73% do radical
DPPH. A fragcdo AmpaeEb apresentou comportamento semelhante, porém com uma maior
atividade. Na concentragdo de 3,125 pg/mL a fragdo mostrou uma capacidade de redugdo do
radical de cerca de 44% a qual seguiu-se linear até a concentragdo de 25 pg/mL, quando
apresentou pouco mais de 81% de reducdo. A partir desta observouse da mesma forma um

declinio na porcentagem de reducdo (78% em 50 pg/mL e 71% em 100 pg/mL).

Segundo Bondet, Brand-Williams e Berset (1997) a reagdo do DPPH com as
substancias antioxidantes presentes na amostra € uma reacdo um pouco mais lenta do que a
envolvida em mecanismos mais complexos como o sequiestro de radicais peroxil, porém esta
velocidade de reacdo pode variar de acordo com as substancias presentes e a concentracdo das
mesmes. A fragdo butandlica apresentou uma atividade mais forte/rapida do que seu extrato

Ampae, provavelmente por AmpaeEb apresentar uma maior concentragéo de flavondides.

Segundo também Bondet, Brand-Williams e Berset (1997) a reducgéo do radical DPPH
€ proporcional a concentracdo do antioxidante presente na amostra, fato este que esta de
acordo com estes resultados obtidos uma vez que quanto maior a concentragdo do extrato,
maior foi sua capacidade de reducéo. Porém em 100 pug/mL para o extrato e 50 pg/mL para a



fracéo isto ndo foi observado, este fato pode ter ocorrido pois uma alta concentracdo de
flavondides em alguns casos pode gerar um efeito pré-oxidante. Desta forma a fracéo
butandlica, com uma maior concentracéo de flavondides teve uma acdo mais rgpida frente aos

radicais, porém em altas concentragdes comecou a presentar efeito pré-oxidante.

Quanto ao ensaio ORAC as amostras Ampae e AmpaeEb apresentaram ativas, com
uma maior atividade antioxidante para AmpaeEb. Os resultados foram expressos como
micromol de Trolox equivalente por grama de extrato ou fracdo seca, sendo que o extrato
apresentou valor de 2560,94 umol de TE/g e a fragdo 4855,20 umol de TE/g. Este resultado
foi também observado quando analisada a curva de decaimento da fluorescéncia da
fluoresceina, FL (Figura 32, p. 89).

Uma vez que o decaimento da fluorescéncia da FL € atingido pelo atague dos radicais
peroxil gerados por uma fonte de radicais (AAPH) pode-se dizer que a protecdo de uma
amostra contendo antioxidantes frente a fluorescéncia da FL é refletida na manutencéo desta
fluorescéncia uma vez que os antioxidantes sequiestraréo os radicais gerados impedindo a
reacdo destes com a sonda FL OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001). Substancias
com atividade antioxidante, como os flavondides, sdo capazes de sequestrar radicais livres,
dentre eles o radical peroxil. Portanto os resultados obtidos por esta metodologia também
apresentam-se coerentes visto que a fragdo butandlica (AmpaeEb), por apresentar um maior
contetdo fendlico e uma maior concentracdo de flavondides, apresentou uma maior protecdo

da sonda.

No ensaio de quimiluminescéncia do luminol foi avaliado o efeito do extrato e fragéo
sobre a quimiluminescéncia gerada pela producéo de radicais de oxigénio em dois sistemas,
um celular e outro livre de células. Em ambos os sistemas o extrato bruto mostrou-se ativo e a
fracdo butandlica foi capaz de potencializar esta atividade. No sistema celular tanto o extrato
Ampae como sua fragdo AmpaeEb apresentaram menor atividade em relagdo ao sistema livre
decélulas.

No ensaio de quimiluminescéncia em sistema celular os radicais de oxigénio séo
gerados pelo processo de fagocitose, estimulado pela presenca do zimosan opsonisado
(KANASHIRO et a., 2004). Ja em sistema livre de células a geracéo das EROs € iniciada por

uma reagao enzimatica do HO, com a enzima HRP (Horseradish peroxidase) (KROL et al.,



1994). Desta forma os valores mais baixos para o sistema celular podem ser explicados pela
presenca de barreiras fisicas neste sistema (membrana celular, por exemplo), as quais podem
dificultar o contato das substancias presentes nos extratos com os radicais livres gerados. Ja
em sistema livre de células ndo existem barreiras fisicas, ou sga, as substancias estdo em

contato direto com os radicais gerados.

Em todos os ensaios antioxidantes realizados os flavondides agliconas A11 e A23 e 0
flavondide O-glicosilado Al7 apresentaram maior atividade em relacdo aos demais
flavondides.

Estruturalmente, os flavonoides so substancias aromaticas com 15 &omos de carbono
em seu esqueleto principal, compostos do tipo C6-C3-C6, onde os dois anéis C6 sdo
necessariamente aromaticos (anéis A e B), conectados por uma ponte de geramente 3
carbonos, que normalmente contém um aomo de oxigénio (anel C). De acordo com as
caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavono6ides podem ser separados em: flavonas,
flavondis, flavanonas, flavanonois, antocianidinas, isoflavonoides, auronas, neoflavonoides,
biflavondides, catequinas e seus precursores metabolicos conhecidos como chalconas. Estes

flavonGides podem ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados
(HAVSTEEN, 2002).

Os flavonoides sdo frequentemente hidroxilados nas posicbes 3, 5, 7, 3', 4 e 5.
Alguns destes grupos hidroxilas podem ser metilados, acetilados ou sulfatados. As ligagbes
glicosidicas ocorrem geralmente nas posi¢coes 3 ou 7 e 0s monossacarideos mais comumente
encontrados sd0 geralmente a ramnose, a glicose, a galactose e arabinose e o dissacarideo
glicoramnose (HAV STEEN, 2002).

Muitos estudos tém sido realizados para estabelecer a relacdo entre a estrutura dos
flavondides e sua atividade de sequestro de radical. A atividade antioxidante dos flavon6ides
esta intimamente relacionada a presenca, niUmero e posicao de hidroxilas, metoxilas e grupos
glicosideos em sua estrutura quimica (PIETTA, 2000). Segundo Rice-Evans, Miller e
Paganga (1996) os principais determinantes para a atividade antioxidante sdo: a presenca do
grupo o-dihidréxi na posicéo 3' e 4' do anel B (grupo catecol), o qual favorece a doagdo de
elétrons ou &omos de hidrogénio bem como os equestro de radicais, uma dupla ligagdo entre

os carbonos 2 e 3 conjugada com o grupo 4-oxo no anel C, a qua é responsavel pela



delocalizacdo dos elétrons. A presenca de um grupo 3-hidroxil no anel C também parece ser

favorével ao sequiestro de radicais.

No método de reducéo do radical DPPH observouse que as agliconas A1l e A23
apresentaram-se mais ativas, juntamente com o flavonéide O-glicosilado A17. Este fato pode
ser explicado pela presenca do grupamento catecol nas trés substancias e por se tratarem
também de flavondis (hidroxila em 3). Quanto aos flavondides A16 e A20 (também flavondis
O-glicosilados) estes ndo apresentaram atividade redutora do radical DPPH. Este resultado
pode ser devido a auséncia do grupamento catecol nestes, porém, uma vez que estes
flavonoGides apresentaram atividade frente ap ensaio de quimiluminescéncia, este resultado
negativo no método de reducdo do DPPH pode ser justificado. Bondet, Brand-Williams e
Berset (1997) relatam que substancias com o grupamento o-metoxifenol (metoxilaem 3 e
hidroxila em 4’) em substitui¢&o ao grupamento catecol reagem reversivelmente a reducéo do
radical DPPH podendo gerar resultados falso negativos e isto pode ter ocorrido com A16 e
A20. Quanto aos flavonbides C-glicosilados (A14, A18, A19 e A21), nenhum apresentouse
ativo frente a reducéo do DPPH. Dentre as justificativas plausivels para este fato podem estar
a auséncia do grupamento catecol e a auséncia de hidroxila na posi¢éo 3 (flavonas), além da

ligacéo C-glicosidica

Também no ensaio ORAC observou-se uma maior atividade para os flavondides A11,
A23 e A17 sendo que estes apresentaram-se cerca de cinco vezes mais ativos que o padréo
Trolox (controle positivo) (Tabela 13, p.90). Ja os flavondides C-glicosilados (A14, A18, A19

e A21) apresentaram uma menor atividade em relacéo aos demais flavondides.

O ensaio de quimiluminescéncia do luminol foi realizado em dois sistemas. um
sistema livre de células e um sistema celular. No sistema livre de células os flavonoides A11,
A23 e Al7 apresentaram alta atividade, bem como o flavonéide Odglicosilado A20, todos
com valores de ICso entre 4,17 e 7,31 umol/L. O flavondide A16 também apresentou
considerdvel atividade antioxidante (ICsp = 21,15 pmol/L), porém, apesar de ser um O-
glicosidio, sua atividade foi menor que a dos outros flavonéides O-glicosilados (A17 e A20).
Em relacéo ao A17 esta atividade j& era esperada uma vez que este contém o grupamento
catecol. Quanto aos flavondides A16 e A20 (ambos com grupamento em 3" e 4 substituidos
por o-metoxifenol), notouse que 0 A16 apresentou menor atividade, este fato pode ser devido

a identidade do aglcar, uma vez que em A16 temse a ligacdo galactose-ramnose enquanto em



A20 tem-se glicose-ramnose. Esta diferenca na identidade dos agucares pode dificultar a acéo
deste flavondide frente aos radicais gerados em termos de estereoquimica e mesmo pelas
diferencas nas propriedades fisico-quimicas das duas substéncias Ja os flavondides C-
glicosilados, como nos outros métodos, ndo apresentaram atividade nas concentracdes

avaliadas.

Quanto ao ensaio em sistema celular os flavondides agliconas A1l e A23 mantiveram
a aividade antioxidante verificada no sistema livre de cdlulas. Ja os O-glicosilados
apresentaram um decréscimo consideravel em suas atividades quando comparado ao ensaio
livre de células. Este fato pode ser explicado pois em sistema celular a presenca das
glicosilagdes nas moléculas pode estar impedindo a agéo destes flavondides com os radicais
gerados (provavelmente pela presenca de barreiras fisicas entre estes e as EROs geradas). Esta
hipGtese pode ser justificada uma vez que as agliconas ndo perderam sua atividade neste
sistema. Quanto aos flavondides C-glicosilados, estes continuaram a ndo apresentar atividade

nas concentracoes avaliadas.

A diferenca de atividade encontrada entre agliconas e glicosideos pode ser explicado,
pelo menos em parte, por suas propriedades fisico-quimicas. Devido os glicosideos serem
mais hidrofilicos estes ndo conseguem permear a membrana e desta forma ndo agem sobre as
EROs geradas no meio intracelular. Estudos como de Day et a. (2003) demonstraram que
flavondides glicosilados ndo foram encontrados no interior de células epiteliais, pois séo
normal mente convertidos em sua forma aglicona pela microflora intestinal para uma posterior
absor¢do (WALLE, 2004).

Devido a0 fato de que um dos mecanismos responsaveis pela inibicdo da
quimiluminescéncia gerada pela EROs em sistema celular sga o efeito citotoxico das
amostras, estas foram entdo avaliadas quanto a sua toxicidade frente aos neutrofilos isolados
(Tabela 16, p.95). Dentre as amostras avaliadas nenhuma apresentou efeito citotéxico em

ambos os métodos estudados sendo entdo excluida a hipétese de morte celular.

Portanto, em relacdo a atividade antioxidante dos flavondides isolados de A. maritima,
os resultados obtidos apresentam concordancia com relatos da literatura: Kanashiro et al.
(2004) demonstraram que flavonoides com grupamento catecol mostraram maiores atividades

antioxidantes frente aos ensaios de quimiluminescéncia, porém constatou também que a



substituicdo de uma das hidroxilas por uma metoxila ndo influencia significativamente na
propriedade antioxidante do flavondide. Rice-Evans, Miller e Paganga (1996) relataram que a
dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3 do anel C é fator essencial para atividade de flavondides
em sistemas livre de células. Salvador et a (2006) avaliou a capacidade antioxidante de
flavondides C-glicosilados isolados de Alternanthera tenella pelo método ORAC e observou
gue a substituicdo de uma hidroxila por uma metoxila em 4’ favoreceu o decréscimo da
atividade. Picerno et al. (2003) demonstraram que os flavondides C-glicosilados reamente
possuem atividade antioxidante que pode variar de fraca a nmoderada dependendo do numero

de hidroxilas livres.

6.3 Estudo biotecnoldgico — avaliagdo comparativa entre os extratos obtidos da

plantain natura e obtida por cultura de cdlulas

O estudo com plantas medicinais visando o isolamento e avaliagdo de atividades
biolégicas de suas substéncias muitas vezes depara com algumas dificuldades (peguena
guantidade do principio ativo, endemismo de algumas espécies em locais de dificil acesso,
entre outras), as quais podem ser minimizadas pelo uso das culturas de células vegetais
(RAMAWAT; MERILLON, 1999).

Assim, visando a prospeccdo de antioxidantes em A. maritima via cultura de células,
neste estudo avaliou-se comparativamente os extratos obtidos da planta in natura e os obtidos

por culturas de células em termos fitoquimicos e quanto a suas atividades antioxidantes.

Quanto a atividade antioxidante foi possivel observar que os extratos obtidos da
cultura de células mantiveram se ativos, porém com atividade antioxidante menor que a do
extrato da planta in natura. O extrato Am T11 apresentouse pouco mais ativo que o Am T43.
Resultado semelhante pode ser observado quando analisado o teor de fendis total destes
extratos (Tabela 11, p.88) uma vez que os extratos in natura foram capazes de acumular uma

maior quantidade de substéancias fendlicas.

Pela andlise do cromatogramas obtidos via CLAE-UV/DAD foi possivel observar que
os perfis cromatogréficos dos extratos Am T11l e Am T43 foram bastante semelhantes,

diferindo apenas na intensidade de alguns picos. Este fato pode ser devido a diferenca na



composicdo dos meios de cultura, o qual pode favorecer o acUmulo de uma substancia em
detrimento de outra. Observou-se também que o extrato em T11 apresentou uma maior
intensidade de picos na regido entre 30 e 45 minutos de retencdo (regido onde foram
identificados os flavondides na planta in natura) o que pode estar refletido em seu maior
contetido fendlico e maior atividade antioxidante em relagdo ao extrato em T43. Quando
comparados os perfis cromatogréficos dos extratos obtidos in vitro com os perfis dos extratos
Ampae e AmpaeEb foi possivel também observar uma similaridade entre eles. Comparando-
se os tempos de retencdo dos flavondides identificados nos extratos in natura com os tempos
de retencdo dos picos encontrados nos extratos das culturas foi possivel sugerir a presenca

destes flavondides também nos extratos das culturas de células.

Deste modo, a partir do presente estudo algumas perspectivas futuras podem aqui ser

langadas, tais como:

Quantificagdo destas substancias antioxidantes nos extratos de Alternanthera

maritima (planta in natura e obtida por cultura de células);

Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos e substéncias isoladas de A.
maritima utilizando metodologias in vivo avaliando o status antioxidante in

vivo, bem como estudando-se a farmacodinamica dos flavonéides ativos;

Uso de precurssores exdgenos, estimuladores ou indutores (fisicos, quimicos
ou bioldgicos) nas culturas de células de A. maritima a fim de direcionar e
modular rotas biossintéticas especificas para o acimulo de substéncias ativas

na biomassa obtidain vitro;



7 CONCLUSAO



7 CONCLUSAO

Este estudo possibilitou concluir que:

v' O extrato etandlico obtido das partes aéreas de A. maritima apresentou dividade
antioxidante in vitro em todos os ensaios estudados (ensaios [&caroteno em CCDC,
fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu, reducéo do radical DPPH, ORACE_ e

guimiluminescéncia), enquanto o0s extratos aquosos foram inativos,

v O estudo fitoquimico monitorado pela atividade antioxidante mostrouse efetivo,
sendo possive isolar e identificar dos extratos ativos nove flavondides (dois agliconas,

trés O-glicosilados e quatro C-glicosilados);

v' Os flavonéides agliconas isolados foram os que apresentaram melhor atividade
antioxidante na maioria dos ensaios empregados enquanto os flavondides O-
glicosilados mostraram-se consideravelmente ativos nos méetodos DPPH, ORACE_ e
guimioluminescéncia livre de células. Os flavondides C-glicosilados apresentaram se

pouco ativos (ORACk. ) ou sem atividade (DPPH e quimioluminescéncia);

v Os extratos das culturas de células de A. maritima (AmT11 e AmT43) demonstraram
atividade antioxidante, porém com menor intensidade que o extrato da planta in

natura;

v' Os extratos da planta in natura (Ampae) e obtidos por cultura de células (AmT11 e
AmT43) apresentaram similaridade quanto ao perfil quimico obtido por CLAE-
UV/DAD nas mesmas condic¢des de andlise quando comparados os tempos de retencéo
e 0s espectros de UV/DAD, sendo possivel observar a presenca de flavondides
também nos extratos das culturas de células.

v' Em ensaios de citotoxicidade in vitro frente a polimorfo nucleares (teste de exclusdo
com Azul de Tripan e atividade da Lactato Desidrogenase), renhum dos extratos e

flavonoides estudados mostrouse toxico.
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