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RESUMO

Titulo: Caracterizacédo fisico- quimica em lipossomos e atividade oxidante do
extrato da Rapanea ferruginea

Autor: Desirée Magalhdes dos Santos

Orientador: Prof. Dra. Vania Rodrigues de Lima

Co-orientador : Prof? Dr2 Neusa Fernandes de Moura

Neste estudo, avaliou-se a atividade antioxidante in vitro do extrato da folha da
Rapanea ferruginea pelo método de DPPH e por ensaios de peroxidacdo lipidica.
Também avaliou-se a interagdo de tal extrato com modelos de membrana lipossomal,
sendo a dinamica molecular deste investigada por técnicas instrumentais como
Infravermelho com transformada de Fourier com refletancia total horizontal atenuada,
ressonancia magnética nuclear, calorimetria de varredura diferencial e espectroscopia
de ultravioleta — visivel. Através do ensaio de DPPH, determinou-se a ICsp do extrato
em 7,8 ug/mL para inibicdo da oxidacdo do radical. Os resultados de inibicdo da
peroxidacdo pelo método de TBARS, indicaram um valor de ICsy do extrato na forma
livre de 1,43 pg/mL. Por outro lado, através desse ensaio, detectou-se que o extrato na
forma incorporada em lipossomos se comportou como pré-oxidante em funcdo de sua
concentracdo. Tais resultados foram associados a composicdo fendlica do extrato
foram identificados por HPLC-DAD, o acido siringico, acido cinamico, acido galico,
quercetina, quercetrina e catequina. Em funcdo de sua concentragéo, alguns destes
compostos podem apresentar carater pro-oxidante. Avaliou-se a influéncia do extrato
na dindmica molecular das membranas, onde verificou-se que o extrato provocou um
aumento do grau de hidratacdo no grupo fosfato, presente na regido polar lipidica. Na
regido de interface lipidica, resultados de HATR-FTIR demonstraram que o extrato
provocou uma diminui¢éo da largura da banda de estiramento axial da carbonila lipidica
em 25 cm®, indicando um aumento do ordenamento nessa regido. Na regido
hidrofébica lipidica, o extrato provocou um aumento no valor da frequéncia do pico
referente ao estiramento simétrico do grupo metileno em 1,83 cm™ indicando um
aumento da desordem nessa regido. Este resultado foi confirmado por analises de
DSC, onde foi observada a diminuicdo da variacdo da entalpia em 0,029 J/g e da

temperatura de transicdo de fase em 4,43 °C para o lipidio ap0s interagdo como o
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extrato. O aumento da turbidez em 54% indicou que o extrato pode ter aumentado o
tamanho dos lipossomos ou gerou agregacao das vesiculas. Os resultados obtidos
através dos ensaios de caracterizacdo da dinamica molecular foram correlacionados a

atividade oxidante do extrato.
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ABSTRACT

Title: Physicochemical characterization of liposomes and oxidant activity
Rapanea ferruginea extract

Author: Desirée Magalhdes dos Santos
Advisors: Prof2. Dr2. Vania Rodrigues de Lima and Prof2 Dr2 Neusa Fernandes de

Moura

In this work, it was was evaluated the antioxidant activity of the Rapanea ferruginea
leaf extract by DPPH method and lipid peroxidation assay (TBARS). It was also
investigated the interaction of this extract with liposomal membrane models, and the
latest molecular dynamics was investigated by instrumental techniques such as
horizontal attenuated total reflectance infrared Fourier transform (HATR-FTIR), nuclear
magnetic resonance (NMR), differential scanning calorimetry (DSC), ultraviolet -
visible spectroscopy (UV-vis). Through the DPPH assay, the 1Cs, was determined as
7.8 pg / mL to the inhibition of radical-induced oxidation. The results of peroxidation
inhibition by TBARS method indicated that the free extract has an ICsy value of 1.43 ug /
mL .By this test, it was found that the liposome-loaded extract behaved as a pro-oxidant
in a concentration-dependent way. This behavior may be related to the extract chemical
composition,HPLC-DAD results demonstrated the extract phenolic composition as been
syringic acid , cinnamic acid, gallic acid, quercetin, catechin and quercetrin. Evaluating
the extract influence on the membrane molecular dynamics, one can verify that the
extract increase the hydration degree of the lipid phosphate polar region. In the lipid
interface region, the extract caused a decrease in the HATR-FTIR carbonyl band width
of 25 cm™, indicating an increase in the group motion. With respect to the hydrophobic
lipid region, the extract resulted in an increase of the peak frequency releted to the
symmetrical stretching of methylene groups in 1.83 cm™, indicating a disorder in this
region. This behavior was also observed by DSC analysis, since the extract was
responsible for a reduction of 0.029 J / g in the enthalpy variation and of 4.43 ° C in the
phase transition temperature. An extract-induced turbidity increase of 54% indicated

that the extract may increase the size of lipids, or their agglomeration. All the physico-
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chemical characterization results obtained were correlated to the observed biological

activity of the extract.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, séries de evidéncias tém associado 0s agentes oxidantes,
COmo as espeécies reativas de oxigénio e outras espécies reativas, a pelo menos 50
doencas ou eventos patologicos, tais como cancer, processos inflamatoérios e doencas
neurodegenerativas (BAST; HAENEN; DOELMAN, 1991; BOVERIS et al.,1986). Tais
agentes, que incluem os radicais livres, quando em excesso em comparacdo aos
agentes de defesa do organismo, respondem pelos efeitos do chamado estresse
oxidativo (HALLIWELL e GUTTERRIDGE, 1990).

A formacgdo de radicais livres ocorre continuamente no organismo durante os
processos metabdlicos. Esses, quando em quantidades homeostaticas, atuam como
mediadores na transferéncia de elétrons em varias reacdes bioquimicas do organismo.
Porém, em excesso, podem causar danos oxidativos nas biomoléculas, com
consequente perda das suas funcfes biologicas. O sistema protetor antioxidante do
organismo tem a funcdo de controlar, inibir e/ ou reduzir os efeitos dos agentes
oxidantes.

Esse sistema contém substéncias de origem enddégena, como as enzimas e
outras de origem exdgena, como as provindas da dieta alimentar (KOURY e
DONANGELO, 2003; CLARKSON e THOMPSON, 2000). Agentes exdgenos podem
ser usados assim para prevenir e tratar doencas associadas as espécies reativas e
radicais livres, tais como céancer, processos inflamatérios, mal de Alzheimer e
Parkinson, dentre outras (CASTELLI et al., 1997).

Por outro lado, estudos demonstraram que a ag¢ao pré-oxidante de substancias
exdgenas também estd associada a atividades biol6gicas benéficas ao organismo,
como por exemplo, a acdo antibacteriana e antifingica.Tal atividade pré-oxidante pode
assim, ser uma importante ferramenta no combate a resisténcia bacteriana aos
antibioticos existentes e também como controle de fitopatégenos (FURLAN, 1998).
Visto que, 0 estresse oxidativo tem envolvimento na atividade antimicrobiana de
drogas, como por exemplo, os antibidticos ciprofloxacina e fluorquinolanas, que tem
sua atividade antibacteriana através de espécies reativas (ALBESA et al,
2004).Também pode atuar em mecanismos antitumorais, induzindo a apoptose, como

ja reportados para células de glioblastomas humanos (SAKAGAMI e SATOH, 1997).



Neste sentido, € necesséria a investigacdo de novas substancias com
propriedades oxidantes (anti ou pro-oxidantes), que tenham uma toxicidade reduzida.
Assim, pesquisas referentes a quimica dos produtos naturais sdo de grande
importancia, visto que a natureza é a responsavel pela produ¢do da maior parte das
substancias orgéanicas conhecidas (GOTTILIEB e BORIN, 2012; MONTANARI e
BOLZANI, 2001).

Até a atualidade, umas das principais e importantes formas de prevencéo e
tratamento de doencas, é a ingestao de ervas e partes de plantas diretamente, ou sob
a forma de infusdo (DJERASSI et al., 1961; WESSMAN, 1991; YUNES; PEDROSA,
CECHINEL FILHO, 2001).

Dentre as substancias encontradas nas plantas, destacam-se 0s compostos
fendlicos. A classe de compostos fendélicos abrange grande diversidade de estruturas
simples e complexas, como as que séo definidas por um anel aromatico com, no
minimo, um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila. De acordo com a sua
estrutura, podem ser classificados em grupos, como por exemplo os acidos fendlicos,
acidos cinamicos, ligninas e flavonoides, Figura 1 (SIMOES et al.,2000). A importancia
destes compostos esta relacionada tanto com sua capacidade antioxidante, bem como
com a sua atividade pré-oxidante (ANDERSEN e JORDHEIM, 2006).

OH

Acido elagico Quercetina

Figura 1. Exemplos representativos de compostos fendélicos

Estudos constataram que espécies do género Rapanea (R. lancifolia, R.
guianensis e R. umbelata) apresentam compostos fendlicos em sua composic¢do, o que

torna a Rapanea ferruginea um alvo para estudos da atividade oxidante. Conhecida



popularmente como canela-azeitona e azeitona do mato, a Rapanea ferruginea € uma
espécie tipica de ambientes Umidos, nativa do Brasil. E uma arvore de porte médio, e
seus extratos sdo utilizados na medicina popular como diurético, no combate de
afeccBes da via urinaria e também como depurativo (LORENZI, 2000).

Como dito anteriormente, a utilizacdo de plantas com objetivos medicinais é
bastante difundida em todo mundo. Porém, muitas vezes ndo se tem as informacoes
cientificas das propriedades destas plantas medicinais. Assim, € importante conhecer
quais extratos sao realmente ativos biologicamente, como podem ser preparados e
guando devem ser prescritos (MACIEL et al., 2002).

Este trabalho teve como obijetivo investigar a composicdo fendlica, bem como as
propriedades oxidante, antifingicas e antitumorais do extrato das folhas da Rapanea
ferruginea. Adicionalmente, foi realizado um estudo sobre os efeitos do extrato, bem
como sua localizagéo na dindmica molecular em membranas contendo fosfolipidios de
origem natural, utilizando técnicas néo invasivas como infravermelho com transformada
de fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), calorimetria de varredura
diferencial (DSC) e ultravioleta-visivel (UV-vis). Os resultados preliminares antifingicos

e antitumorais in vitro podem estar relacionados com a atividade oxidante do extrato.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ocorre em funcdo do desequilibrio entre a quantidade de
agentes oxidantes e do sistema de defesa do organismo (HALLIWELL e WHITEMAN,
2004).

Estes agentes oxidantes podem ser os radicais livres e/ou outras espécies
reativas, tais como as espécies reativas de oxigénio (EROs). Estas espécies reativas
sdo encontradas em todos os sistemas biol6gicos. Em um metabolismo celular aerébio,
0 oxigénio (O,) se reduz formando agua (H.O). Durante este processo, sdo formados
intermediarios como os radicais superoxido (O2°), hidroperoxila (HO2®) e hidroxila
(HO®), e o peréxido de hidrogénio (H,0,) (HALLIWELL, 1999; CHATGILIALOGLU e
O’'NEILL, 2001; WISEMAN; KAUR; HALLIWELL, 1995; CADET et al.,1999).

De uma forma simplificada, radical € o termo dado a moléculas ou atomos
altamente reativos, que contém um numero impar de elétrons na sua Ultima camada
eletrbnica. Este ndo emparelhamento de elétrons na ultima camada eletrénica, confere
a esses atomos ou moléculas alta reatividade (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acfes das espécies
reativas, porém as membranas celulares destacam-se ao sofrer mais danos. Isto deve-
se a peroxidacao lipidica, que pode provocar alteracfes na estrutura e permeabilidade
das membranas celulares. Neste processo, ha formacdo de produtos citotéxicos, tal
como o malonildealdeido (MDA), Figura 2 (GARDNER,1989; KOPPENOL,1990) que
provoca a morte celular. A peroxidacdo lipidica € associada aos mecanismos de
envelhecimento e de cancer (HERSHKO, 1989).
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Figura 2. Esquema de lipoperoxidacao em acidos graxos poli-insaturados

A lipoperoxidacao pode ser catalisada por ions de ferro. O papel dos metais na
formacao in vitro das EROs é constatado pelas reacbes de Fenton e Haber- Weiss
representadas na Figura 3 (BORG e SCHAICH, 1988).

Fe?* + H,0, »Fe®* + HO + HO® Reacdo de Fenton

0,* + H,0, —»0, +HO + HO®* Reacéo de Haber-Weiss

Figura 3. Reacédo de Fenton e Reacao de Haber-Weiss



A lipoperoxidacdo ocorre em trés etapas representadas na Figura 4, onde L
representa o lipidio: iniciacdo, propagacdo e terminacdo (GARDES-ALBERT; JORE;
FERRADINI, 1991).

LH + HO®* — L + H,O Iniciacdo

L*®+0,— LOO® Propagacéo
LH + LOO®* — L* + LOOH Propagacéo
LOO *+L* — LOOL Terminacgéo
LOO® + LOO®* — LOOL + O, Terminacgéo

Figura 4. Etapas (iniciacdo, propagacéo e terminacdo) da lipoperoxidacéo

Na etapa de iniciacdo ocorre o sequestro do hidrogénio pertencente ao &cido
graxo poliinsaturado (LH) da membrana celular. Este sequestro pode ser realizado pelo
HO*®, formando o radical lipidico (L*). Na etapa de propagacéo, o radical lipidico reage
rapidamente com o O,, resultando em radical peroxila, que sequestra um novo
hidrogénio do acido graxo polinsaturado, formando novamente o radical lipidico (L®). A
terminacdo ocorre quando os radicais (L* e LOQO?®), produzidos anteriormente reagem
até formarem espécies neutras (GARDNER,1989; KOPPENOL, 1990).

Quando os mecanismos antioxidantes se tornam ineficientes por diversos fatores
como, por exemplo, o envelhecimento ou doencas, suplementos alimentares
antioxidantes podem ser utilizados para ajudar o organismo a reduzir os danos
oxidativos (YANG et al., 2000).

Substancias antioxidantes sdo aquelas que, em baixas concentracfes em
relacdo ao substrato oxidante, previne ou atrasa a acdo destes. Porém, substancias
antioxidantes podem se comportar como pro-oxidantes, possuindo a capacidade de
oxidar moléculas alvo, dependendo de sua concentracdo. Embora substancias pro-
oxidantes sejam vistas como perigosas para a saude, estudos mostraram que a
atividade pré-oxidante esta relacionada com a acdo antibacteriana e antifingica
(PESARICO et al., 2013).

Também pode atuar em mecanismos antitumorais, induzindo a apoptose, como
ja reportados para células de glioblastomas humanos (SAKAGAMI e SATOH, 1997). O

aumento de ERQOS, adicional a um efeito enziméatico, estda documentado como sendo



um mecanismo para a morte, caspase-dependente, de células cancerosas de colo,
induzido por derivados de chalconas (KELLO et al., 2016).

Compostos fendlicos sdo exemplos destas substancias que apresentam
comportamento dual, ou seja, em certas condigbes estes compostos podem oferecer
mais potencial oxidativo do que antioxidante (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

O estudo de plantas medicinais tem sido incentivado pela Organizagdo Mundial
da Saude desde 1977, com intuito de avaliar cientificamente os beneficios e riscos da
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001).

O uso de extratos vegetais com propriedades bioldgicas conhecidas apresenta
importancia nos tratamentos terapéuticos. Tais propriedades biolégicas se devem aos
compostos sintetizados pelo metabolismo secundéario das plantas em resposta a
condicbes de estresse, tais como ferimentos, radiacbes UV entre outros. Os
metabolitos secundarios também tém a funcdo de proteger os vegetais contra
patégenos e predadores (NACZK e SHAHIDI, 2006). Dentre estes metabdlitos, citam-
se 0s compostos fendlicos (NUNAN et al.,1985; LOCHER, et al., 1995; NASCIMENTO
et al., 2000).

Os compostos fendlicos contribuem para o sabor, odor e coloracdo de muitos
vegetais, sendo que as principais fontes desses compostos sdo as frutas citricas como
liméo, laranja, e tangerina, além de outras frutas e vegetais como tomate, uva, mamao,
ameixa, brécolis, pimenta verde, entre outros (ANGELO e JORGE, 2007; DEGASPARI
e WASZCZYNSKY, 2004). Estes compostos podem ser classificados segundo a
descricéo presente na Figura 5 (SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).



Fendlicos
Naturais
1
| | | | | ]
Acidos .. . . . )
. Flavondides Estilbenos Cumarinas Lignanas Taninos
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Derivados do . Taninos
— .. .. | Flavonodis = I
acido benzdico hidolisaveis
Derivados do Taninos
.. A —  Flavonas .
acido cindamico condensados
Flavonois

(catequina)

—|  Flavonas

— Antocianinas

. Isoflavondides

Figura 5. Classificacdo dos compostos fendlicos naturais

Fonte: Adaptado de Shahide e Ambigapalan, (2015).

Por exemplo, os flavonoides apresentam um esqueleto de difenilpropano, com
dois anéis aroméaticos (A e B) ligados a um anel pirano (C), Figura 6. O esqueleto
apresenta substituintes hidroxilas em diferentes posicdes. Por exemplo, a quercetina
apresenta tais substituintes nas posic¢des 3, 5, 7, 3’ e 4 (HAVSTEEN, 2002).



Figura 6. Estrutura basica dos flavonoides

Por apresentarem atividades biolégicas como anti-inflamatéria,
anticarcindgénica, antifangica, antioxidante,e pro-oxidantes, os compostos fendlicos
despertam grande interesse para o emprego farmacéutico (SIMOES et al., 2000;
AJILA; LEELAVATHI; RAO, 2008; PAGNUSSAT et al., 2014).0s compostos fendlicos
tém a capacidade antioxidante, ndo s6 por doarem hidrogénios e elétrons e serem
guelantes de metais, mas por também formarem radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidacdo de acidos graxos e 6leos em alimentos (RAFECAS et al.,1998).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos vai depender do nimero e
da disposicdes dos grupos hidroxilas presentes nas moléculas (CAO; SOFIC;
PRIOR;1997; SANG et al., 2002). O radical fenoxido é estabilizado por deslocalizacdo

de seus elétrons desemparelhados em torno do anel benzénico (Figura 7).

@]

o H OH
R R
R R R _R
| T
- <
? P
R R R

Figura 7. Estabilizacdo dos compostos fendlicos por ressonancia
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A capacidade antioxidante, bem como a auto-oxidacédo, dependem de fatores
como condicfes de oxidacdo e da natureza da substancia a ser oxidada (SHAHIDI e
NACZK, 2004).

Os flavonoides sdo capazes de eliminar os radicais livres diretamente por
doacéo de um atomo de hidrogénio, conforme pode ser visto na figura 8, onde R* é um

radical livre e FI- O® é um radical fendxido.

OH
OHR' RH OH
~
Fl

FI 0"
FI-OH FHo

O

OH ||
OH R RH /o
: A
—_—
FI/ Fr’
Fl-0"

Fl-gquinona

Figura 8. Atividade antioxidante dos flavonoides

Os flavondides também podem ter efeitos pré-oxidantes, que estdo associados
ao numero total de grupos hidroxilas na molécula. Por exemplo, séries de mono e
dihidroxiflavonoides ndo demonstraram atividade pré-oxidante detectavel, enquanto
que flavonoides com varios grupos hidroxilas, aumentaram a producdo de HO® na
reacdo de Fenton (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; HANASAKI; OGAWA;
FUKUI, 1994).

Outro mecanismo pré-oxidante dos flavonoides foi relacionado a interagdo do
radical fen6xido com o oxigénio na presenca de niveis elevados de metais de transicao,
gerando quinonas e O," Um exemplo est4d demonstrado na Figura 9 (AMIC et al.,
2007).
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Figura 9. Atividade pré-oxidante dos flavonoides

Como dito anteriormente, compostos fendlicos pro-oxidantes atuam como
agentes citotoxicos seletivos contra células cancerosas, através da obtencgdo de niveis
toxicos das EROs (LEON-GONZALEZ et al.,2015). Estudos também relacionaram a
atividade pro-oxidante com atividade antibacteriana e antifiungica (PESARICO et al.,
2013).

Diversos beneficios a salde foram observados, quando esses compostos sao
consumidos dentro de suas matrizes de alimentos naturais, tais como em vegetais.
Porém, como os compostos ndo se apresentam em forma isolada, € necessario
compreender sua disponibilidade (MCKEVITH, et al., 2003).

2.3 Rapanea ferruginea

A familia Myrsinacea apresenta distribuicdo pantropical, com cerca de 49
géneros e aproximadamente 1.500 espécies. No Brasil, totaliza cerca de 100 espécies
subordinadas aos géneros Ardisia, Cybianthus (Conomorpha), Stylogyne e Rapanea
(Myrsine) (SOUZA e LORENZI, 2005). O extrato de plantas do género Rapanea é
popularmente usado para pruridos, erupcbes cutaneas, urticarias, eczemas,
reumatismos e doencgas hepaticas (LORENZI, 1992).

Apesar do género Rapanea ser bastante difundido no Brasil e algumas espécies
apresentarem propriedades biolégicas importantes, ndo se tem muitas informacodes
referentes a composicdo quimica das plantas desse género. Estudos ja realizados
demonstraram que espécie Rapanea lancifolia contém flavonoides em sua composicao

guercetina e taxifolina, (LEITE et al., 2010). Porém, sdo poucas as referéncias sobre o
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isolamento de compostos em géneros como Rapanea (ORJALA et al., 1993; BLUNT,;
CHEN; WIEMER, 1998; BALDOQUI et al., 1999; GREEN; TREADWELL; WIEMER,
1999; CHEN et al., 2000; FELD; RICROFT; ZAPP, 2004).

A Rapanea ferruginea, (Figura 10) € conhecida popularmente como canela-
azeitona, azeitona-do-mato, capororoca e capororoquinha. E uma espécie tipica de
ambientes umidos, nativa do Brasil. Compreende arvores de porte médio. Tais arvores
sao utilizadas para a alimentacdo da fauna, producéo de carvao, na construcao civil e
na recuperacgdo de areas degradadas (LORENZI, 2000). O ché& das folhas ou decoccgao
da casca é usado na medicina popular como diurético, no combate as afeccfes de via
urinaria, e também constitui um bom depurativo (LORENZI, 2000). J& a concocc¢ao da
casca, raizes e frutas é realizada para tratamentos antihelminticos (KOKWARO,1993).

O extrato da sua casca tem uso potencial no tratamento de dor e inflamacdes
(BACCARIN et al.,, 2011). Foram também atribuidas a esta espécie as atividades
antiinflamatdrias, antinociceptivas e antimicrobianas (CRUZ et al., 2013; BACCARIN et
al., 2011; MAKABE, 2003).

Em funcéo das propriedades anti-inflamatorias, que podem estar associadas ao
cancer, e antimicrobianas, bem como da presenca de compostos fendélicos no género
Rapanea a Rapanea ferruginea torna-se uma planta alvo para estudos da sua
composic¢ao fendlica e de sua atividade oxidante (LEITE et al.,2010).



13

Figura 10. Folhas da Rapanea ferruginea

Com relacéo a composicdo quimica da planta, a partir da Rapanea ferruginea ja
foram isolados os acidos mirsingicos A e B (Figura 11). O acido mirsindéico B: 5-carboxi
-7(37,3"-dimetil)-2-(1’-hidroxi-1’,5’-dimetilex-4’-enil) 2,3-diidrobenzeno-furano parece ser
responsavel pela atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva (BACCARIN et al, 2011,
BLUNT; CHEN; WIEMER, 1998).
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Figura 11. Estrutura dos acidos mirsinoicos A e B

Para a compreensdo das atividades oxidantes dos extratos de Rapanea
ferruginea, bem como de seu mecanismo de acdo em sistemas biolégicos, tornam-se
importante os estudos com modelos de membranas biolégicas simplificados, tais como
os lipossomos (MANSILHA, 2002).

2.4 LIPOSSOMOS

O uso de modelos é Uutil para estudar o efeito de substancias ativas, em
membranas bioldgicas, visto que esses ndo apresentam a complexidade das
membranas celulares, constituidas por mais de 2000 tipos de lipidios. Os modelos de
membranas biolégicas sdo sistemas simplificados, que viabilizam a precisdo e
interpretacdo dos dados obtidos a partir destes. Além deste tipo de estudo, alguns
modelos de membrana podem ser usados como sistemas carreadores de substancias
ativas, ou farmacos. Sabe-se que, durante um tratamento terapéutico, para obter o
efeito desejado, grandes quantidades de substancias ativas ou farmacos séao
administrados, o que pode acarretar em um aparecimento de efeitos toxicos decorrente
da acdo do farmaco em células ou tecidos saudaveis (de LIMA, 2009). A liberacao
prolongada de farmacos em sistemas carreadores, constituidos de membranas

bioldgicas, pode potencializar e/ou viabilizar as atividades biolégicas das substancias
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extraidas e isoladas de plantas, bem como contribuira para a reducdo de sua
toxicidade (de LIMA, 2009).

Dentre os modelos de membrana e sistemas carreadores, o0s lipossomos sao
estruturas constituidas principalmente de lipidios, como os fosfolipidios, organizados
em bicamadas ou lamelas (Figura 12). Cada bicamada possui caracteristica e
estrutura de membrana, permitindo a permeacdo, e difusdo das substancias
encapsuladas (RANSON et al.,1997).

Lipossomo

Bicamada fosfolipidica

Figura 12. Esquema de um corte transversal de um lipossomo e sua bicamada
fosfolipidica

Dentre as matrizes que podem constituir as membranas dos lipossomos, estéao
as fosfatidilcolinas, fosfolipidios que apresentam uma grande vantagem devido a sua
biocompatibilidade, pois sdo constituintes majoritarios das membranas celulares.
Também apresentam uma estrutura anfipatica, o que permite a associacdo de
compostos de natureza hidrofilica, hidrofébica e anfifilica tanto no seu interior e como
ao longo da bicamada (TIBERG, 2005).

A porcdo hidrofilica das fosfatidilcolinas, conhecida como cabeca polar, é
formada pelo grupo fosfocolina e a porgéo hidrofébica, conhecida como cauda apolar, €
composta de duas cadeias de acidos graxos, que podem ser insaturadas ou nao,
Figura 13 (MERTINS et al., 2008).
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Figura 13. Esquema de uma molécula de fosfatidilcolina

Fonte: Adaptado Torres (2008).

A asolecitina de soja (ASO) é mistura de fosfolipidios, de fonte natural, que
contém fosfatidilcolina, mas também fosfatidilinositol fosfato e fosfatidiletanoamina. As
fosfatidilcolinas presentes na ASO (Figura 14), apresentam acidos oleico (C 18:1),

linoleico (C 18:2) e linolénico (C 18:3) como cadeias hidrofobicas (Figura 15).

o)
HaC 9 |
N |
o 0P 0 R
3 H O‘ H O 1
3 N R
I

Figura 14. Estrutura da fosfatidilcolina de soja, onde R ou R1 = 4cido oléico (C 18:1),
linoleico (C 18:2) e linolénico ( C 18:3)
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Figura 15. Estruturas dos acidos oléico, linoleico e linolénico:

De acordo com seu tamanho e niumero de bicamadas, como pode ser visto na
Figura 16, os lipossomos podem ser classificados em vesiculas multilamelares grandes
multilamelar large vesicles- MLV) que apresentam varias bicamadas e diametro
variando de 300 a 3500 nm, vesiculas unilamelares grandes (unilamelar large vesicles-
LUV) que possuem uma Unica bicamada e diametro variando de 200 a 1000 nm e
vesiculas unilamelares pequenas (small unilamelar vesicles- SUV), que contém uma

Gnica bicamada com diametro variando de 20 a 50 nm (HOPE et al., 1986).
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Figura 16. Representacfes esquematicas das MLV, LUV e SUV

A incorporagdo de substancias ativas em lipossomos baseados em matrizes
lipidicas pode alterar a dindmica destas membranas. Esta dindmica pode ser
conformacional, vibracional, rotacional e translacional. A dindmica dos lipidios pode ser

caracterizada por técnicas nao invasivas como Espectroscopia de Infravermelho com



18

Transformada de Fourier (FTIR), Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

2.5 CARACTERIZACAO DA DINAMICA MOLECULAR DAS MEMBRANAS

Através da técnica de FTIR, utilizando o modo de refletancia total horizontal
atenuada (HATR-FTIR), é possivel obter dados sobre os efeitos da incorporagdo de
substancias ativas no comportamento dos picos caracteristicos referentes a modos
vibracionais de grupos lipidicos presentes nos lipossomos. Para isto, faz-se a analise

do nimero de onda de tais picos, bem como da sua largura.

Para os fosfolipidios, costuma-se analisar o0s picos referentes a: a) o

estiramentos axial assimétrico do grupo fosfato (v s PO%, na faixa de 1260-1220 cm™)
b) o estiramento axial assimétrico do grupo colina ( v s CN*C) c) o estiramento axial do
grupo carbonila (v C=0, entre 1725 — 1740 cm™) e d) os estiramentos axiais simétrico e
assimétrico dos grupo metilenos presentes na cadeia acil (vs CH, em 2850 cm™ e v 4
CH, em ~ 2920 cm ) (MANRIQUE-MORENO et al., 2010).

Com a técnica de RMN de hidrogénio (*H RMN), através das medidas do tempo
de relaxacdo longitudinal (T1) é possivel analisar alteracbes na mobilidade dos grupos
colina, bem como dos metilenos presentes nas cadeias apolares nos lipidios. Os

valores de T; se relacionam ao tempo de correlagao (1.) que € o tempo médio que uma

molécula leva para girar em 1 radiano (de LIMA, 2009).

Através da técnica de DSC é possivel analisar a variacdo de entalpia (AH) e a
temperatura de transicao de fase (Tn,) dos lipidios. A temperatura de transicdo de fase
(Tm) é a temperatura na qual a membrana se encontra em 50% numa fase gel, na qual
a cadeia acil esta em um estado ordenado, e 50% em uma fase liquido-cristalino, onde
as moléculas ficam com movimentos mais livres e 0s grupos hidrofilicos agrupados
tornam-se hidratados tornando a membrana mais fluida (FREZARD et al.,2005; LASIC,
1998). A variacdo de entalpia é o parametro que mede a energia, no caso o calor,

necessario para que a transicdo da fase gel para liquido- cristalina se complete.

Durante a analise de DSC é feito um monitoramento da temperatura em fungéo

do tempo, onde se obtém uma taxa de aguecimento constante do sistema. Através da
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integracdo da area do pico das curvas de DSC é possivel determinar o valor da

variacdo de entalpia durante a transicéo de fase (de LIMA, 2009).

As transicdes de fase fosfolipidicas também podem estar associadas as medidas
de turbidez. Essas medidas referem-se a densidade Optica, a 400 nm (A do fosfato

lipidico) sendo os espectrometros de UV-Vis os mais recomendados para realizar
essas medidas (Yl e MACDONALD, 1973).

Tais técnicas podem fornecer uma caracterizagdo detalhada do efeito do extrato
de Rapanea ferruginea em lipossomos, que pode complementar ou justificar a sua

atividade oxidante.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar a composicdo fendlica, bem como as propriedades

oxidantes do extrato de folhas da Rapanea ferruginea, na forma livre ou incorporada

em lipossomos. Estudar seus efeitos nas propriedades fisico-quimicas e dinamica

molecular de lipossomos e correlacionar com a atividade bioldgica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter o extrato a partir das folhas da R. ferruginea;
Determinar e quantificar os compostos fendlicos do extrato por HPLC — DAD;
Estudar a atividade antioxidante do extrato pelo método de DPPH,;

Determinar a influéncia do extrato na peroxidagao in vitro de lipossomos de
ASO, induzida por HO®, através do ensaio de TBARS;

Determinar o efeito do extrato sob a inibicdo da enzima a- amilase;

Investigar o efeito do extrato da R. ferruginea na forma livre em diferentes
concentracfes na viabilidade celular das linhagens de Glioma através de ensaio
de MTT;

Caracterizar os efeitos dos extratos incorporados em lipossomos através das
técnicas de:

- Infravermelho com Transformada de Fourier, monitorando o nimero de onda
(ou frequéncia) e alargamento dos picos referentes aos estiramentos axiais

presentes em regides especificas dos lipidios;

- Ressonancia Magnética Nuclear, medindo-se o tempo de relaxagdo (T;) de
hidrogénios presentes na regido colina e nos metilenos da cadeia acil dos

lipidios;
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- Calorimetria de Varredura Diferencial a partir da analise de parametros
termodinamicos de variacdo de entalpia e temperatura de transicdo de fase dos

lipidios.

- Ensaios de turbidez, realizados por espectroscopia de UV-vis nos lipossomos

puros ou contendo o extrato incorporado.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Para o desenvolvimento do presente trabalho, o lipidio asolecitina de soja (ASO),
contendo 25% de PC, e agua deuterada foram obtidos da SIGMA-ALDRICH (Séo
Paulo, Brasil). Os solventes cloroformio e metanol foram obtidos através da SYNTH do
Brasil (S&o Paulo, Brasil). Os demais reagentes utilizados sdo de grau de pureza

analitica.

Os materiais e vidrarias utilizados foram compostos por itens de uso
convencional no laboratorio, como: béqueres, erlenmeyers, pipetas, funis simples,
provetas, balBes volumétricos de 10 mL e 25 mL, garras, suportes, espatulas,

eppendorfs, bastbes de vidro, dentre outros.

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: placa de aquecimento e
agitacdo magnética modelo 752A Fisatom com poténcia de 650W (de 120 a 1800 rpm),
evaporador rotatério modelo 801A Fisatom de 70W, bomba de vacuo mod. XKM60-1
1/2HP FAMAC, espectrofotbmetro de UV-visivel Shimadzu UV-2550, espectrofotdmetro
de FTIR Shimadzu — IR Prestige-21 e espectrometro de RMN Anasazi Instruments (60
MHz), disponiveis na Universidade Federal do Rio Grande- FURG; calorimetro de
varredura diferencial Shimadzu DSC-60 ,disponivel na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

4.2 METODOS
4.2.1 Obtengao do extrato

A obtencado do extrato foi realizada no laboratério de pesquisa coordenado pela
Prof2 Neusa de Moura (EQA — FURG-SAP) e foi gentilmente cedido para a realizac&o
desse trabalho. As folhas da Rapanea ferruginea coletadas no municipio de Santo
Antonio da Patrulha, Rio Grande do Sul, foram secos em estufa com circulacdo de ar e
com temperatura maxima de 35 °C. Apos, foram moidas e extraidas com etanol: agua
(9:1) a frio até a exaustdo. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo para a

obtencao do extrato bruto (extrato hidroalcolico).
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4.2.2 ldentificagao estrutural do extrato

A identificacdo estrutural do extrato foi realizada pelo grupo de pesquisa da Prof?
Neusa de Moura (EQA- FURG-SAP).

4.2.2.1 Determinacédo dos compostos fendlicos por HPLC-DAD

As amostras foram diluidas com agua destilada e armazenado a 10 °C durante 2
horas, antes de o material foi filtrado através de um papel de filtro Whatman N ° 1.

Aliquotas (5,0 ml) foram carregadas para dentro do cartucho de EFS-C18, o
qual foi pré-condicionada sucessivamente com 3,0 mL de metanol e 10 mL de agua
destilada. Depois que os cartuchos foram ativados e carregadas com o extrato,
previamente filtrado com sulfato de sédio anidro, que foram eluidos com metanol. A
fracdo obtida foi armazenada em frascos ambar, sob N, a -18 ° C até a analise
cromatografica. As fracdes de cromatografia liquida de alta eficiéncia foram secas sob
gas de N, ressuspensas em 500 pL de acetonitrila e filtradas através de um filtro de
nylon de 0,22 um (SCORDINO et al., 2011).

A determinacdo qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos utilizada na
cromatografia liquida de elevado rendimento acoplado com deteccdo de diodo (CLAE-
DAD / UV-Vis) foi realizada com o sistema HPLC final 3000 (Thermo Scientific), final da
bomba 3000, compartimento de amostra final de 3000, detector de fotodiodo e software
de Chromeleon. A coluna de fase inversa Acclaim ® 120, 5 mm C18 120A (4,6 mm x
250 mm) foi utilizada para a separac¢éo de compostos fendlicos. A coluna foi mantida a
40 ° C e analisadas para os seguintes comprimentos de onda de interesse: 280, 300 e
320 nm. O volume de injecéo foi de 10 L. As fases moveis foram de agua acidificada
com acido fosforico e 1% de metanol. A eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada
utilizando o seguinte modo de gradiente: 0-15% de B durante 2 min, 15-25% de B
durante 5 min, 25-30% de B durante 10 min; 30-35% de B durante 15 min; 35 - 50% de
B durante 25 min; 50-60% de B durante 30 min; 60-80% de B durante 35 min; 80-100%
de B durante 45 min e 100-5% de B durante 60 min. Os compostos fendlicos foram
identificados e quantificados a partir da analise de padrdes de compostos fendlicos
(Sigma-Aldrich, 98% de pureza) em condi¢cdes analiticas idénticas utilizadas nas
amostras. Os parametros de identificacdo aplicados foram semelhanca espectral,
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coincidindo com os tempos de retencéo e a pureza espectral dos picos para os tempos
de retencdo de interesse. A quantificacdo foi realizada usando padrbes externos e
curvas de diluicdo de 6 pontos (feito em triplicata) e um R? 0,9 para cada padrdo

individual.

4.2.3 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

Para se determinar a atividade antioxidante do extrato foi utilizado o método do
radical DPPH (2,2,-difenil-1-picrilhidrazila). Neste método, a amostra reage com o
radical DPPH, que tem uma coloracdo purpura, reduzindo-o a 2,2-difenil-1-
picrilhidrazina, de coloracdo amarela, conforme reacdo apresentada na Figura 17. Esta
mudanca de coloracdo pode ser monitorada pela medidas das absorvancias em

espectrémetro na regido do visivel.
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Figura 17. Reacao de oxidagao do radical DPPH para sua forma reduzida

Assim sendo, em tubos de ensaio, foi adicionado 2,5 mL de solucéo do extrato e
metanol e 1mL do padrdo de DPPH (1x10-* mo/L), de modo que o volume total final
fosse de 3,5 mL, utilizando-se metanol para as sucessivas diluigcbes. As leituras das
absorvancias foram realizadas em espectrofotbmetro de UV- Vis a 517 nm, e
convertida para percentagem de atividade antioxidante (% AA) através da equacao 1

(SAURA-CALIXTO et al.,2007).
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% AA =100 — {[ (Equacéo 1)

Abs DPPH amostra—Abs amostra]}
Abs DPPH 100%

4.2.4 Preparacéo dos lipossomos e incorporagao do extrato

Os lipossomos de ASO foram preparados em determinadas concentracdes
(descritas nos métodos a seguir) através do método de hidratacao de vesiculas (HOPE
et al., 1986), que consta na co-solubilizacdo dos lipidios em solventes organicos,
seguido da evaporacao do solvente e formacédo de um filme lipidico a ser hidratado
com agua. Este, apds agitacdo em vortex, formou vesiculas multilamelares grandes. O
extrato foi incorporado durante as etapas iniciais do preparo dos lipossomos, em
funcédo de sua polaridade (Figura 18).

-Cloroférmio
-Solugéo do

extrato - Hidratag&o com agua
(metanol)

Evaporacéo do Eliminag&o dos tragos ]
solvente de solvente Agitagdo em vortex
- Lipidio

Figura 18. Método de Hidratacdo de Vesiculas para formacédo de MLV

4.2.5 Ensaio de peroxidacéo lipidica (TBARS)

A peroxidacao lipidica nos lipossomos de ASO foi induzida por geracdo de
radical hidroxil (HO®), via reacdo de Fenton. Adicionou-se tampéo fostato de potassio
10 mM pH 7,4, cloreto férrico 0,02 mM, ascorbato 0,1 mM e perdxido de hidrogénio 2,8
mM a um meio reacional contendo lipossomos (12,5 mg/mL de fosfolipidios). A
avaliacdo da inibicdo da peroxidacdo lipidica foi feita através da adi¢cdo de diferentes
concentracbes da solucdo do extrato neste meio. Para isso, foram feitos dois
experimentos controle. O primeiro continha todos os reagentes no meio reacional,
exceto os lipossomos, para que os valores das absorvancias foram subtraidos dos

valores detectados com os lipossomos, para o tratamento de dados. No segundo
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controle, foi avaliado os valores de absorvancias relativos a peroxidacdo basal,
induzida pelo oxigénio do ar, na auséncia das espécies oxidantes no meio de reacéao.
Esses valores também foram descontados dos valores obtidos com as amostras
contendo os lipossomos e o extrato. As amostras e os controles foram incubados
durante 30 minutos a 37 °C (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000; BIRD e DRAPER,
1984). As amostras foram entdo avaliadas pelo método de TBARS, que detecta a
formacdo de um complexo de coloracdo roésea através da reacdo entre o
malonildialdeido, produto majoritario da lipoperoxidacdo, e acido tiobarbitarico (TBA)
em pH &cido, obtido pela adi¢cao de &cido tricloroacético (TCA) (Figural9).

H
N _OH N_ OH N. S
2 + —>
7 U 00°C N AN A A NH T 20
OH

]
0

OH

TBA MDA Produto de Coloragdo Rdsea

Figura 19. Reacdo entre o malonildialdeido produto majoritario da lipoperoxidacéo e
TBA

A extensdo da lipoperoxidagdo nas membranas foi entdo detectada se
guantificando-se as substancias reativas ao acido tiobarbitlrico usando espectroscopia
de UV-Visivel a um comprimento de onda de 535 nm (BIRD e DRAPER, 1984).

4.2.6 Inibicao da enzima a-amilase, para avaliacdo de possivel atividade
antifungica

A atividade de inibicao de a-amilase foi conduzida conforme descrito na Figura
20, realizando-se 2 experimentos principais. No experimento 1, foi avaliada a atividade
enzimatica de a-amilase sem a presenca do inibidor, adicionando agua ao invés do
inibidor. No experimento 2 foi verificada a inibicdo da enzima em presenca do extrato.
O percentual de inibicdo foi avaliado pela diferenca das absorvancias entre o
experimento 1 e 2. O tampao utilizado foi tamp&o de acido citrico-fosfato de sodio 0,1M
(pH 6,0).
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Enzima + Inibidor + Tampdo

Banho- maria (30 min, 25 °C)

Substrato: amido 0,5% (p/v) ou HCI 0,1 N (t zero)

Banho-maria (30 min, 25 °C)

HCl ou amido

lodo (0,5 %) e dgua

Leitura

Figura 20. Fluxograma do experimento da determinacgéo da atividade de inibicdo da a
amilase

Para determinar o efeito do extrato das folhas de R. ferruginea na inibicdo da a-
amilase, foram utilizados aliqguota de 100 pL do extrato livre e incorporado em
lipossomos diluidas em 900 pL de 4gua destilada e testados 200 pL contra a atividade

da a-amilase

4.2.7 Ensaio Antitumoral in vitro: MTT Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio antitumoral in vitro realizado foi o MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio), um ensaio colorimétrico de proliferacdo celular, que consiste na
guantificacdo da habilidade das células viaveis reduzirem o sal amarelo de tetrazdlio a
cristais de formazan (cristais parpura), usando uma enzima mitocondrial denominada
succinato desidrogenase. O ensaio detecta células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983).

O ensaio foi entdo feito através da reducdo colorimétrica do MTT a formazan.
Resumidamente, as linhagens celulares C6 (glioma murino) foram subcultivadas em
placas de 96 pocos de cultura de tecidos contendo 1 x 10° células por poco, por 24h
de cultura. Em seguida, as células foram expostas ao tratamento com o extrato na

concentracéo de 100 uM. Depois de 48 h de tratamento, o ensaio de MTT foi realizado
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de acordo as instru¢des do fabricante. Os resultados foram expressos como

absorvancia a 492 nm.

4.2.8 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e submetidos a andlise
one-way de variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey-Kramer (para
multiplas comparacdes). As diferencas entre os valores médios foram considerados

significativos quando P <0,05.

4.2.9 Ensaios de HATR-FTIR

Os espectros de FTIR dos modelos de membranas puros na concentracao de
100 mg/mL e contendo o extrato a 10 mg/mL (razdo 1:10 m/m, extrato lipidio) foram
obtidos em espectrofotbmetro Shimadzu-IR Prestige-21 (disponivel nha FURG), com
cristal de refletdncia total atenuada horizontal (HATR). Os interferogramas foram
obtidos através de 50 varreduras a uma resolucdo de 2 cm™, com leituras na regido de
4000 a 400 cm™. Foi analisada a variagéo do valor da frequéncia e alargamento a 75%
da altura de picos referentes aos estiramentos axiais dos grupos presentes em regides
de grupos caracteristicos dos lipossomos, tais como: a) o estiramentos axial

assimétrico do grupo fosfato (v .s PO?, na faixa de 1260-1220 cm™) b) o estiramento
axial assimétrico do grupo colina (v ;s CN"C) ¢) o estiramento axial do grupo carbonila
(v C=0, entre 1725 — 1740 cm™) e d) os estiramentos axiais simétrico e assimétrico dos
grupo metilenos presentes na cadeia acil (v s CH, em 2850 cm™ e v 55 CH, em ~ 2920

cm ) (MANRIQUE-MORENO et al., 2010; CHEN et al., 2000).
4.2.10 Experimentos com RMN

As medidas de T, de *H dos grupos presentes nos lipossomos, foram obtidas em
equipamento Anasazi Intruments 60 MHz (disponivel na FURG). Os lipossomos de 100
mg/mL e contendo o extrato a 10 mg/mL (razdo 1:10 m/m, extrato lipidio) contendo
solvente H,O: D,O (80:20, v,v) foram analisados aplicando-se uma sequéncia de
pulsos de recuperagéo da inversdo nas amostras (de LIMA et al., 2007; FEIGENSON e
CHAN, 1974).

4.2.11 Medidas de DSC
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Os ensaios de DSC foram realizados em calorimetro de varredura diferencial
Shimadzu DSC-60 , disponivel na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os
lipossomos de ASO a 100 mg/mL e contendo o extrato a 10 mg/mL (raz&o 1:10 m/m,
extrato lipidio) foram depositados em recipientes de aluminio e foram submetidos a
varreduras efetuadas a uma velocidade de 10 °C/min, em faixa de temperatura -40° C
a -5 ° C, tendo como referéncia um recipiente de aluminio vazio. Foram analisados os
parametros referentes a variacao de entalpia e a temperatura de transicao de fase (de
LIMA et al., 2007; FEIGENSON e CHAN, 1974).

4.2.12 Medidas de Turbidez

As medidas da turbidez de lipossomos contendo ASO de 100 mg / mL, puros ou
contendo extrato 10 mg/mL (raz&o 1:10 m/m, extrato lipidio) foram realizadas a 400 nm
por meio de espectroscopia de UV-vis em um aparelho Shimadzu UV-2550 disponivel
na FURG. Foram utilizadas células de quartzo com um caminho éptico de 1 cm (HOPE
et al., 1986).
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC-DAD

A Tabela 1 mostra os compostos fendlicos identificados no extrato da folha da R.
ferruginea obtidos por HPLC-DAD.

Tabela 1.Compostos fenolicos identificados por HPLC —DAD no extrato da folha da R.

ferruginea
Compostos fendlicos identificados mg/100 g de peso seco

Acido siringico 1290

Acido trans-cinamico 424

Acido galico 50
Quercetina 209
Quercetrina 390

Catequina 270

Entre os compostos encontrados no extrato da folha da Rapanea ferruginea,
estdo os derivados do acido benzoico, acido cinamico, e flavonoides. Estes compostos
estdo amplamente distribuidos no reino vegetal (SIMOES et al., 2000).

Entre os derivados do &cido benzoico, estdo o acido siringico e o acido galico. O
acido siringico (acido 4- hidroxi-3,5-dimetoxibenzdico), cuja estrutura esta representada
na Figura 21, é obtido em plantas apos a hidrélise acida de folhas de gimnospermas e
angiospermas e possui estreita relacdo com a composicdo da lignina (SIMOES et al.,
2000).

COOH

H,CO OCHs
OH

Figura 21. Estrutura do acido siringico
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Muthukumaran et al., (2013), sugeriram em seu trabalho que o &cido siringico
isolado da Alpinia calcarata Roscoe, uma planta bem conhecida na medicina tradicional
indiana, tem um efeito antidiabético em diabetes experimental.

O acido gélico (acido 3,4,5-tridroxibenzéico), Figura 22, um composto fendlico
trihnidroxilado, ¢ um intermediario do metabolismo secundario, e provindo dos taninos
hidrolisaveis nas plantas (GRUNDHOFER et al., 2001).

COOH

HO OH
OH

Figura 22:Estrutura do acido galico

O &cido galico pode ser obtido a partir da hidrélise &cida de taninos hidrolisaveis,
(da SILVA 1970).Guven e colaboradores (1974) obtiveram o acido gélico a partir de
plantas. Chien-Chin e colaboradores (1985), isolaram acido gélico na Bauhinia
championni. Carlos e colaboradores (2005), encontraram acido géalico nos extratos
metanalicos e etandlicos da Davilla elliptica.

Plantas ricas em taninos sdo utilizadas na medicina popular no tratamento
diarreia, hipertenséo, reumatismo entre outros (SIMOES et al., 2000). Foi relatado que
0 acido galico apresenta atividade antimalarica (THOMPSON; MOORE; REINERTSON,
1953) como também atividade antifungica (MAHADEVAM e REDDY, 1968). Foi
também relatada a atividade de antimutagenicidade e antitumoral no acido gélico, para
células de glioblastoma humano e de leucemia (SAKAGAMI & SATOH, 1997; INOUE et
al., 1995).

O acido cinamico (3-fenil-2-acido propendico), Figura 23, é um acido aromatico
de ocorréncia natural em plantas superiores e encontrado em Oleo de canela
(Cinnamomum verum) e folhas de coca (Erythroxylum coca). A estrutura de sua

molécula normalmente é encontrada na configuracao trans.
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OH

Figura 23. Estrutura quimica do &cido trans-cindmico

Ekmekcioglu, Feyertag e Marktl, (1998), mostraram que o acido cinamico € um
eficaz agente terapéutico antimicrobiano e antifangico. O acido cinamico também € um
dos principais componentes do 6leo do cravo da india, que possui atividade
antimicrobiana relatada frente a inimeros micro-organismos (DORMAN e DEANS,
2000).

Ekmekcioglu, Feyertag e Marktl, (1998), mostraram que o acido cinamico € um
eficaz agente terapéutico antimicrobiano e antifungico. O acido cindmico também € um
dos principais componentes do 6leo do cravo da india, que possui atividade
antimicrobiana relatada frente a inUmeros micro-organismos (DORMAN e DEANS,
2000).

A quercetina, quercetrina e a catequina fazem parte do grupo do grupo dos
flavondides, presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundérios dos
vegetais. Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes entre
os produtos de origem natural e é amplamente distribuida no reino vegetal (SIMOES et
al.,2000).

A quercetina ( 3,5,7,3',4’ pentahidroxi flavona) cuja estrutura esta representada
na Figura 24, € um dos principais flavondides presentes na dieta humana
(MATDUBARA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; HERTOG et al., 1993). A quercetina
parece ser um agente em potencial para o tratamento de cancer primario de figado
(BRITO et al., 2016).

Também foi ocumentado que a quercetina aumenta a sensibilidade linhagens
celulares de medulloblastoma a radioterapia, ou seja, € um radiosensibilizador
(LAGERWELJ et al., 2016).
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OH

HO O
‘ OH
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o 1

Figura 24. Estrutura da quercetina

A quercetrina (Figura 25) é um flavondide amplamente encontrado nas plantas e
um componente comum da dieta humana.

HO "OH
OH

Figura 25: Estrutura da quercetrina

OH

OH

Figura 26: Estrutura da catequina

Catequinas (Figura 26) séo flavondides do tipo flavon-3-ol sdo os principais
componentes dos chas verdes, constituem de 25 a 30 % do peso seco das folhas do
chd, que Ihe conferem um sabor amargo e adstringente (RUAN et al., 2007b; HIGDON
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e FREI, 2003). Catequinas inibem a proliferacéo de linhagens de cancer de mama por
morte celular via apoptose, através de um mecanismo envolvendo a geracdo de
espécies reativas de oxigénio, ou seja, pré-oxidante (FARHAN et al.,2016).

As atividades biolégicas descritas para os componentes fenélicos apontam ser
importante obter informacdes sobre as atividades bioldgicas, tais como oxidantes, anti-
fungicas e antitumorais, do extrato das folhas da R. ferruginea.

5.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE DPPH

Os resultados dos ensaios de DPPH do extrato da folha da Rapanea ferruginea
na forma livre (ndo incorporado em lipossomos) estdo apresentados na Figura 27 e
Tabela 2.

100

']
B
|
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% Atividade Antioxidante
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Concentracdo do extrato pg/mL

Figura 27. Atividade do extrato da folha da Rapanea ferruginea observado em ensaio
de DPPH
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Tabela 2.Percentual de atividade antioxidante do extrato da folha da Rapanea
ferruginea observado em ensaio de DPPH.

Experimento Concentragao do % Atividade
extrato Antioxidante
Mg/ mL
Controle - -
Experimento 1 4,5 34,88
Experimento 2 9 51,37
Experimento 3 18 81,60
Experimento 4 36 91,20
Experimento 5 72 91,75
Experimento 6 144 91,54
Experimento 7 288 90,06

Através do gréfico (Figura 27) que relaciona a percentagem da atividade
antioxidante com as concentracfes do extrato, bem como os dados expressos na
Tabela 2, pode-se observar que, a medida que a concentracdo do extrato foi
aumentada, ocorreu também um aumento da atividade antioxidante do extrato. Este
comportamento ocorreu até a concentragdo de 72 pg/mL, onde atingiu a saturacao e a
partir desse ponto a atividade antioxidante do extrato se torna constante. A partir da
Figura 27 pode-se determinar a da concentracdo maxima inibitéria para metade da
acao antioxidante do extrato (ICsp) como sendo a de 7,8 pg/ mL. Isto indica que o
extrato da folha da Rapanea ferruginea possui um elevado potencial redutor quando na
forma livre. Sousa et al., (2007), determinaram a atividade antioxidante de cinco plantas
medicinais brasileiras. Este estudo demonstrou que a relagao da atividade antioxidante
e conteudo fendlico foi positiva e significativa para T. brasiliensis, C. macrophyllum e C.
Cerifera. Soares et al., (2008), também demostraram a relacdo do contetdo fendlico
total da casca das uvas Niaraga (Vitis labrusca) e Isabel (Vitis labrusca) com a

atividade antioxidante das mesmas. Assim, a alta capacidade antioxidante do extrato
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da Rapanea ferruginea esta relacionada com o conteudo de compostos fendlicos do

extrato.

5.3 INFLUENCIA DO EXTRATO SOBRE A PEROXIDACAO LIPIDICA IN VITRO EM
LIPOSSOMOS DE ASO

Para determinar a influéncia do extrato da folha sobre a peroxidagdo in vitro em
membranas, lipossomos de ASO puro e contendo extratos na forma livre e incorporada
em diferentes concentra¢gdes (variando de 0 a 5 pg/ mL) foram submetidos a oxidacéo
via radical hidroxil (HO®) e ap6s foram medidas as substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBA). As Figuras 28 e 29 mostram o efeito das quantidades crescentes
de extrato, na forma livre e incorporada, respectivamente, na porcentagem de

peroxidacao in vitro em lipossomos de ASO.

100 4
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Figura 28. Porcentagem de peroxidacao lipidica em lipossomos, induzida por radical
hidroxil (HO®), em funcéo do aumento das concentragdes do extrato livre em
lipossomos de ASO, obtida pelo método de TBARS
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Figura 29. Porcentagem de peroxidacao lipidica em lipossomos, induzida por radical
hidroxil (HO®), em fun¢do do aumento das concentracées do extrato incorporado em
lipossomos de ASO, obtida pelo método de TBARS

Na forma livre (Figura 28), a concentracdo do extrato inibitéria para a
peroxidacao lipidica em 50 % (ICsp) foi atingida em 1,43 pg/mL. Com a adicdo de 3
pug/mL do extrato, houve uma reducao de 95% nos niveis de peroxidacao lipidica. Pode
- se observar que na forma livre a medida que a concentracdo do extrato foi
aumentada, ocorreu também um aumento na atividade antioxidante . Vale ressaltar que
em extratos de olivas, uma reducdo da peroxidacdo lipidica induzida por cobre (Cu?*)
de 94% foi obtida e relacionada com um conteudo total de fendis de 150mg/ g de
extrato. O contetdo fendlico de tal extrato refere-se a tirosol, oleuropeina, acido
siringico, acido galico, dentre outros (MCDONALD et al., 2001). Assim, é possivel que
a atividade antioxidante do extrato das folhas esteja relacionado ao tipo de composto
fendlico presente em seu conteudo.

Compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes por eliminacdo de
radicais, no qual eles quebram a reacédo em cadeia de radicais livres através da reagéo

de doacdo de um &tomo de hidrogénio. Outro mecanismo possivel é através da



38

quelacdo de metais, restringindo o acesso desses ions metélicos na participacdo de
reacoes tipo Fenton (LARSON, 1988; RATYY; SUNAMOTO; DAS, 1988; SHARMA,
1976).

Entretanto, o extrato da folha de Rapanea ferruginea, quando na forma
incorporada em lipossomos apresentou carater pro-oxidante, diretamente proporcional
a sua concentracdo como pode-se observar no grafico da Figura 29.

O efeito pro-oxidante se da por auto-oxidacdo molecular podendo também
danificar macro moléculas (OCHIAI et al.,, 1984; SAWA et al.,, 1999; CHENG; LI,
CHANG, 2003). Estudos mostraram que a presenca de metais de transicdo ou de H,0,
pode reduzir a capacidade antioxidante dos compostos fendélicos. O aumento na
atividade na atividade pré-oxidante de fendis na presenca de Fe(lll) ou Cu(ll) foi
associada com a sua capacidade para reduzir o fon metalico Fe ?* e Cu' que podem
ser reoxidados em reacdes de Fenton, formando assim radicais hidroxilas e outras
EROs (RODTJER; SKIBSTED; ANDERSEN, 2006; KUMAMOTO et al.,2001).

Hu, Zhong e Kitts, (2000), relataram em seu trabalho um efeito oxidante duplo
para o extrato da folha de Bambu (Phyleosta chys niagra) que apresentou tanto uma
atividade antioxidante, que foi atribuida a eliminagéo de radicais livres e uma atividade
pré-oxidante resultante do poder redutor de compostos fendlicos de plantas na
presenca de metais de transicao.

Fukumoto e Mazza, (2000), relataram que acidos benzéicos e derivados do
acido cinamico, podem se comportar como substancias pré-oxidantes dependendo de
sua concentracdo. Em ensaios de lipoperoxidacdo pelo método de TBARS, tais
autores, relataram que o acido siringico apresentou atividade pré-oxidante na
concentragéo de 5 pM.

Os flavondides, assim como os &acidos fendlicos, podem atuar como pro-
oxidantes, sob certas condicbes. As propriedades pré-oxidantes dos flavonoides
também dependem da sua concentracdo. Por exemplo, a quercetina nas
concentragbes de 1-50 pM reduziu os niveis de lesdes oxidativas ao DNA induzidas
pelo anion superéxido, enquanto a 100 uM a quantidade de danos a biomoléculas foi
aumentada por agao pro-oxidante (WILMS et al.,, 2008). Assim atividade anti/ pro-
oxidante do extrato vai depender de diversos fatores como concentracdo do ion

metélico de transicdo e concentracdo dos compostos fendlicos.
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Sendo assim, é possivel que o comportamento anti/ pré-oxidante do extrato
possa ser atribuido as concentracdes dos compostos fendlicos identificados no extrato.
Outro fator a ser considerado no efeito pré-oxidante do extrato da folha de R.
Ferruginea € a sua interagcdo com os lipossomos.

Krilov, Kosovic e Serec (2014), propuseram em seu estudo espectroscopico
sobre a interacéo do alfa tocoferol com lipossomos e a sua influéncia na oxidacdo das
membranas que, dependendo da localizacdo que se encontra no lipossomo, o alfa
tocoferol se comportou como antioxidante ou pré-oxidante. Quando incorporado na
membrana esse composto tem maior interacdo com 0S grupos metilenos, que estao
abaixo da superficie, j& quando € adicionado apds a formacdo das vesiculas de
lipossomos é parcialmente incorporado na camada da superficie.

A atividade antioxidante do extrato na forma livre e pré-oxidante na forma
incorporada em lipossomos estao relacionadas as alteracbes provocadas pelas
membranas, que pode servir como “barreira”, na interacdo entre radical livre e
componente do extrato. Na forma livre, o extrato pode interagir mais rapidamente com
o radical HO®, inibindo o efeito oxidante nas membranas. J& na forma incorporada, o
extrato, através de seus componentes que podem atuar como pro-oxidantes, permite a
oxidacdo da membrana ou, ao oxidar-se ap0Os interagcdo com o radical, pode atuar
como radical livre nas membranas (Figura 30). Em funcéo deste efeito duplo, € possivel
modular o efeito do extrato (de anti- para pré-oxidante), a partir de sua incorporacdo em

membranas bioldgicas.

Extrato Incorporado

*OH

Figura 30. Esquema representativo da interacdo dos compostos fenélicos (CF) com
lipossomos

Como dito anteriormente, o extrato estudado pode ter sua atividade oxidante em

membranas associada a atividades antimicrobiana, antifingica e antitumoral. Testes in
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vitro preliminares foram realizados neste trabalho como a inibigdo da alfa-amilase (para

testes antifingicos) e ensaios de viabilidade celular (para teste antitumoral).
5.4 INIBI(;AO DA ALFA AMILASE
Os resultados da percentagem de inibicdo de a-amilase por 100 ug do extrato

por minuto estao expressos na Tabela 3.

Tabela 3. Acao contra a atividade da a-amilase

Reacéo % de inibicao de a-amilase
/100 pg do extrato/ min

ASO puro 1,9
Extrato na forma livre 3,2
Extrato em lipossomos 4.5

Sabe-se que as enzimas presentes nos fungos séo principalmente constituidas
de proteases como a amilase, que degrada o amido. Assim sendo, um efeito de uma
substancia ativa na inibicdo de amilase indica um promissor efeito antifUngico da
primeira (TREMACOLDI et al., 2004). Estes resultados indicam que o extrato, quando
incorporado em lipossomos, inibiu de forma mais eficiente a enzima a- amilase (4,5 %).
Isto demonstra que, quando incorporado, o extrato tem maior probabilidade de ter uma
acao antifungica. Estd estabelecido que a presenca de substratos fendlicos induzem
enzimas fungicas para a sua degradacdo. Derivados de acido cinadmico sao
responsaveis por rapida retencdo nuclear de uma proteina fungica de fusédo, a GFP-
ChAP1. A 5 uM, o &cido cinamico foi responsavel por inibir em 90% o crescimento de
varias espécies de Candida. Um dos mecanismos propostos seria que oS compostos
fendlicos interferissem na resposta antioxidante que protege o patégeno fingico de um
ataque por EROS. Por exemplo, mutantes da enzima superdoxido dismutase, que
desmuta o anion superéxido em peréxido de hidrogénio e agua, é sensivel ao acido
cin@mico. O tratamento de S. Cerevisiae com polifendis resultou na reten¢do nuclear de
um fator de transcrip¢do redox-sensivel, 0 que sugere uma atividade pro-oxidante dos
compostos fendlicos (KIM et al., 2006; SHALABY e HORWITZ, 2014). Neste contexto,
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€ possivel que o acido cindmico e a atividade pré-oxidante dos compostos fendlicos
presentes no extrato da folha da R. Ferruginea quando incorporado em lipossomos
tornem a sua atividade antifingica promissora (TREMACOLDI; WATANABE;
CARMONA, 2004; SHALABY e HORWITZ, 2015; KIM et al., 2006).

5.5 ENSAIO ANTITUMORAL IN VITRO: MTT ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para se determinar o efeito do extrato da R. ferruginea sob a viabilidade celular
das linhagens de glioma GL261, estas foram expostas ao extrato na forma livre em
diferentes concentracfes (10, 100 e 1000 uM) durante 48 h. Foi realizado entdo o
ensaio de MTT, como mostra Figura 31. O extrato nas concentracdes de 10 e 100 uM
reduziu em 37,5 e 40 % respectivamente, a viabilidade celular. Ja na concentracao de
1000 pM, a percentagem de redugdo de viabilidade celular diminui para 27,5%. Estes
resultados sugerem que quando se aumenta a concentracdo do extrato, diminui-se a
atividade antitumoral, o que pode estar ligado a um aumento da atividade anti-oxidante
para as duas primeiras concentracdes e alguma interferéncia por acdo pré-oxidante
para a terceira.

**

Absorbance (nm)

C RF10 RF 100 RF 1000

Figura 31.Influéncia do extrato, na forma livre em diferentes concentrag¢des, na
viabilidade celular das linhagens de glioma
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Considerando-se 0 extrato metandlico da R. ferruginea, até a concentracdo de
100 uM este apresentou eficiéncia em sua propriedade antitumoral, entretanto néo
concentracdo dependente. Os resultados obtidos mostram a necessidade de mais

estudos.

5.6 INFLUENCIA DO EXTRATO DA FOLHA DA RAPANEA FERRUGINEA NA
DINAMICA DOS LIPOSSOMOS DE ASOLECITINA DE SOJA

Os efeitos provocados pelo extrato da folha da R. ferruginea na dinamica lipidica
dos lipossomos foram investigados através das técnicas de HATR-FTIR, RMN, DSC e
UV- visivel. Utilizando essas técnicas, comparou-se a dinamica dos lipossomos
contendo o extrato com a dos lipossomos puros. Com o objetivo de detectar a
localizacdo dos componentes do extrato, bem como compreender a influéncia do
mesmo na dindmica das regides especificas lipidicas, foram obtidos os espectros de
HATR-FTIR para os lipossomos em questao, como mostra a Figura 32.
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Figura 32. Espectros de HATR-FTIR de ASO puro (linha vermelha) e contendo extrato
(linha preta)

Para a caracterizacao dos grupos lipidicos de lipossomos puros de ASO foram
detectadas e analisadas os seguintes estiramentos axiais: (a) v as PO* 1217,08 cm™,
(b) vsPO? 1060 cm ™ (c) v as N*(CHs); 974,05 cm™, (d) v C =0 a 1734,01 cm™, (e)
vs CHy, 2854,05 cm™ (f) v as CH, 2924,09 cm™ . Tais valores de nimero de onda
estdo de acordo com os dados obtidos para os estiramentos axiais dos grupos
caracteristicos de lipossomos por Herec et al. (2007) e Manrique-Moreno et al. (2010).

Analisando os valores dos deslocamentos na frequéncia, ou nimero de onda, e
a largura referente a 75% da altura de picos referentes aos estiramentos axiais dos
grupos caracteristicos presentes nos lipidios, pode-se obter informac6es sobre o grau
de hidratacdo e mobilidade dos grupos funcionais presentes no lipossomo
(MANRIQUE-MORENO et al., 2010).

A Tabela 4 apresenta os valores de niumero de onda, ou frequéncia, de grupos
localizados em regides especificas (cabeca polar, regido de interface e apolar) da
fosfatidilcolina presente em lipossomos de ASO, puros ou na presenca do extrato.

Tabela 4.Numero de onda ( v) de HATR-FTIR de lipossomos de ASO provocados pela
incorporacao do extrato

Grupo v cm™ A v cm®
Aso Puro ASO : extrato
v as N* (CHa)s 974,05 974,05 i
v ¢ PO,- 1066,64 1064,71 11,03
V s POy 1219,01 1219,01 i
v C=0 1734,01 1734,01 -
v CH, 2852,72 2854,55 11,83

V a5 CH> 2924,09 2924,09 -
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5.6.1 Interacdo do extrato com aregido polar dos lipossomos de ASO

A interacdo do extrato de folhas da R. ferruginea com a regido polar da
membrana lipossomal foi avaliada a partir das analises dos grupos fosfato e colina
lipidicos.

O grupo fosfato, por ser carregado negativamente, interage com a agua presente
no meio através de ligacdes de hidrogénio. O aumento no grau de hidratacéo, pode ser
verificado pelo deslocamento da frequéncia dos picos de estiramento axial do fosfato
para valores menores, sendo associado ou ndo ao alargamento desta banda (CASAL,
MANTSCH; HAUSER, 1989; CHEN e TRIPP, 2008).

Como pode ser observado na Tabela 4, o extrato provocou uma diminuicdo no
deslocamento da frequéncia do estiramento simétrico do grupo fosfato em cerca de 2
cm™ como pode ser visto na ampliacdo do espectro de HATR-FTIR apresentado na
Figura 33. Tal deslocamento no niamero de onda indica que o0 extrato provoca um
pequeno aumento nas ligacbes de hidrogénio, ou um aumento discreto no grau de

hidratacéo da regiéo.
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Figura 33. Ampliacédo do espectro de HATR-FTIR na regido do estiramento simétrico do
grupo fosfato

No entanto, para a interpretacdo dos dados, deve-se considerar a natureza do
lipidio utilizado. Em lipidios presentes na ASO, a orientacdo do grupo fosfato presente
na fosfatidilcolina pode ser afetada pela regido polar de outros fosfolipidios presentes,
tais como a fosfatidiletanolamina e fosfatidilnositolfosfato, bem como pela propria
interagdo com o0 extrato. Isto pode favorecer o aumento no grau de hidratacdo do
fosfato, caso ele seja orientado para a superficie da membrana.Vale ressaltar que os
valores de deslocamento de frequéncia avaliados sado referentes a fosfatidilcolina
(SEVERCAN, 1997; SEVERCAN et al., 2005). As ligacdes de hidrogénio, interacdes de
Van der Walls do tipo dipolo-dipolo, devem- se a interacdo do grupo fosfato lipidico com
a agua presente no meio ou com 0s componentes do extrato. No segundo caso, tais
interacOes se dardo entre as hidroxilas dos compostos fenélicos e o grupo fosfato.

JA o grupo colina (N*(CHs)s), carregado positivamente, pode apresentar
interacOes de Van der Walls do tipo dipolo-dipolo, que nao ligacées de hidrogénio, ou
com a agua presente no meio ou com regibes com carga parcial negativa de
substancias ativas incorporadas em um sistema lipossomal. Também poderd interagir
de forma eletrostatica com ions presentes no meio reacional ou com regides com carga
total negativa presentes nas substancias ativas. O grupo colina também pode sofrer
influéncia das interacbes das moléculas de agua com o grupo fosfato do lipidio vizinho
(MANRIQUE-MORENO et al., 2009). Tais interacdes refletem-se em variacbes em
frequencia e largura dos picos de HATR-FTIR referentes ao estiramento axial simétrico
e assimeétrico deste grupo funcional.

Analisando-se o0 grupo colina dos lipossomos de ASO, pode-se verificar que o
extrato ndo provocou deslocamento de frequéncia nem alargamento no pico nessa
regido. Desta forma, é provavel que o grupo colina ndo sofra alteragdes nas interacdes
dipolo-dipolo ou eletrostaticas sob influéncia do extrato. Sendo assim, para se obter
mais informacgdes sobre a influéncia do extrato na regiao polar lipidica, foram realizadas
as medidas de T: de 'H do grupo colina, para analisar a influéncia do extrato na
velocidade rotacional deste grupo (DUFOURC, 2006). Foram analisadas uma amostra

de lipossomo de ASO puro e outra amostra contendo o extrato.
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Os valores de T, foram calculados a partir das curvas de recuperacao do sinal de
FID respectivas aos hidrogénios presentes no grupo colina (FEIGENSON & CHAN,
1974). Estas curvas associam a intensidade do pico de RMN de hidrogénios presentes
na colina lipidica em sistemas lipossomais puros e na presenca do extrato, ao tempo
de intervalo entre pulsos de radiofrequéncia. As curvas respectivas para a colina de
lipossomos de ASO na auséncia e na presenca de extrato (N*(CHs)s sinal do
deslocamento a 6= 3,2 ppm) estdo apresentadas na Figura 34.

A andlise das curvas demonstrou que a presenca do extrato ndo influenciou
significantemente o T; dos hidrogénios da colina de 0,61 s (valor referente aos
lipossomos de ASO puro) para 0,63 s (valor referente aos lipossomos de ASO na
presenca do extrato). Como a variacdo de T; estd relacionada com a variacdo dos
valores de tempo de correlagéo (T¢), isso indica que o extrato ndo alterou a mobilidade
nessa regido. Esse resultado est4 de acordo com as andlises de FTIR, onde nao foi

observada interagdo do extrato com a regido do grupo colina.
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Figura 34.Tempo de relaxacéo longitudinal (T1) *H da colina de ASO na auséncia
(circulos abertos) e na presenca (triangulos abertos) de extrato de R. ferruginea
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5.6.2 Interacdo do extrato com a regido interfacial dos lipossomos de ASO

Para o estudo da interacao do extrato com a regido interfacial dos lipossomos de
ASO, foram analisados o deslocamento no nimero de onda e a largura a 75% do pico
de HATR-FTIR referente ao estiramento do grupo carbonila de lipossomos na auséncia
e na presenca do extrato. Os dados de FTIR indicaram que a presenca do extrato ndo
provocou deslocamento no nimero de onda do grupo carbonila (Tabela 4), o que pode
indicar a ndo variacédo de ligacbes de hidrogénio e grau de hidratacdo, no grupo da
carbonila lipidio, apds interacdo com o mesmo (MANRIQUE-MORENO et al., 2010).

A Figura 35 apresenta uma ampliacdo do espectro de HATR-FTIR na regido do
estiramento do grupo da carbonila (1734,01 cm™). Através da anélise da largura da
banda referente ao grupo carbonila lipidico, observou-se que a presenca do extrato

1

promoveu uma reducao na largura da banda em 25 cm " ~. Isto indica que houve um

ordenamento na regido de interface dos lipossomos, induzida pelo extrato.

—— Asotextrato
—— Aso puro

Absorvancia
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Figura 35: Ampliacdo do espectro de HATR-FTIR na regido do pico de estiramento do
grupo carbonila.
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Outros compostos fendlicos apresentaram efeito semelhante na regido de
interface da membrana. Azambuja e colaboradores., (2015), relataram em seu trabalho
gue a genisteina (Gn) quando incorporada em lipossomos de asolecitina de soja,
provocou um ordenamento na regido interfacial dos lipossomos, o que pode dificultar a
difusdo de espécies reativas e radicais livres em dire¢éo a regido apolar, onde iniciam-
se as reacdes de peroxidacdo. Assim, € possivel que o ordenamento provocado pelo
extrato na regido de interface da membrana influencie também no seu potencial

antioxidante, quando n&o incorporado no sistema lipossomal.

5.6.3 Influéncia do extrato naregiao apolar dos lipossomos de asolecitina de soja

As alteracbes provocadas pelo extrato no numero de onda de picos referentes
ao do estiramento axial simétrico dos grupos metilenos da cadeia acil lipidica (v s CHz a

2854,05 cm™), indicam que este extrato influencia no grau de ordem conformacional, e
na isomerizacao trans/ gauche do sistema lipidico. O extrato provocou uma discreto

aumento no nimero de onda em 1,83 cm *

, como pode ser visto na ampliacdo do
espectro de HATR-FTIR na regido do estiramento simétrico do grupo do metileno
(Figura 36). Isto indica um desordenamento na membrana nessa regiao, tornando-a
mais fluida (MANRIQUE-MORENO et al., 2010). Os valores de frequéncia dos grupos
metilenos estdo associados a transicao de fase lipidica, numa fase mais ordenada, as
bandas dos estiramentos dos metilenos estdo localizadas em valores de frequéncias
menores do que quando estdo numa fase mais desordenada. Assim, quando os lipidios
passam da fase gel para a liquido- cristalina ha um aumento no valor das frequéncias
nessa regido (LEE e CHAPMAN, 1986; LEWIS e MCELHANEY, 1998; MANNOCK et

al., 2010).
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Figura 36. Ampliagcdo do espectro de HATR- FTIR na regido do estiramento simétrico
do grupo metileno

Afim de obter mais informacdes sobre a interacdo do extrato com a regiao
hidrofébica dos lipossomos de ASO, foram realizadas medidas de DSC. Através das
curvas de DSC das membranas de ASO puro e na presenca do extrato (Figura 37)

foram calculados os parametros T, e AH, valores expressos na Tabela 5.
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Figura 37. Curvas de DSC para ASO puro e na presenca do extrato

Tabela 5. Valores da variacdo de entalpia e temperaturas de transicéo de fase

Amostra Tm (°C) AH (J/9)
ASO -20,8 0,03062
ASO+ extrato -25,23 0,001053
Variacéo |4,43] |0,029|

Pode-se observar que o extrato provocou uma diminuicdo da T, assim como na
AH lipidicos, o que indica que esse extrato desordena a regido dos metilenos dos

lipossomos. Esse resultado corrobora com os resultados de FTIR.

5.7 MEDIDAS DE TURBIDEZ, ATRAVES DE ESPECTROFOTOMETRIA DE
ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-VIS)



51

O efeito do extrato na turbidez de lipossomos de ASO estdo demostrados na
Tabela 6.

Tabela 6. Valores de turbidez para ASO puro e na presenca do extrato

Valores turbidez A valores de % Turbidez
turbidez
ASO puro 0,261
ASO + extrato 0,574 0,313 1 54,000

Pode-se observar um aumento de 54 % nos valores de turbidez lipidica quando
0 extrato é incorporado. O aumento de turbidez esta relacionado com um processo de
aumento do tamanho da particula, ou agregacéao lipossomal, que aumenta a medida de
turbidez. Este aumento no tamanho lipossomal, ou efeito de agregacdo, apds a
incorporacdo do extrato depende da forma molecular, temperatura, preparacdo e
condi¢cBes ambientais (ELSAYED e CEVE, 2011; WAGNER e VORAUER-UHL, 2011).

As propriedades antioxidantes de substancias ativas sao influenciadas pela sua
reatividade quimica e por sua distribuicdo entre as regides hidrofilicas e hidrofébicas
dos lipossomos. A partir do extrato na sua forma livre, € possivel que o ordenamento
na regido da carbonila impeca a difusdo da espécie reativa para a regiao hidrofébica do
lipossomo, de forma a peroxida-lo . Adicionalmente, um alto potencial redutor atribuido
aos compostos fendlicos inibiria os danos provocados pela espécie reativa testada, no
caso o HO®, conforme observado nos resultados de DPPH. J& quando o extrato esta
incorporado ao lipossomo, a velocidade da reducdo do radical livre por parte dos
compostos fenolicos que difundem ao meio a partir do lipossomo é provavelmente mais
lenta do que quando o extrato € adicionado ao meio externo. Neste caso, € possivel
também que, quando o radical consegue difundir até a regido hidrofobica insaturada do
lipossomo, fonte de hidrogénios mais suscetiveis a serem abstraidos e mais
desordenada em funcdo do efeito do extrato, terd sua interagdo facilitada com os
compostos fendlicos que, por sua vez, gerardo os produtos de auto-oxidacdo. Os
componentes fendlicos oxidados poderdo ter assim efeito pro-oxidante nas

membranas. Dois fatores podem influenciar neste comportamento: a concentragéao de
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compostos fendlicos disponiveis na regido hidrofébica do lipossomo, bem como a
velocidade de reacdo entre o radical e estes compostos. Esta velocidade pode ser
estudada através de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE), o que € uma das
perspectivas deste trabalho. A incorporacdo ou ndo do extrato da folha de R.
Ferruginea em lipossomos pode assim ser fator determinante para modular atividades
biologicas opostas (anti- ou pro-oxidante) do primeiro, o0 que pode estar assim
correlacionado com a localizacdo e influéncia do extrato na dinamica molecular dos
lipossomos. Vale ressaltar que o estudo das atividades oxidantes do extrato da R.
ferruginea pode também complementar investigacdes mais aprofundadas no que tange
sua atividade antifungica e antitumoral, visto que tais estudos ainda séo inéditos para

esta espécie.

Compreender a interacdo do extrato da Rapanea ferruginea com lipossomos
contribui com os estudos de atividades biolégicas e insights sobre o mecanismo de

acao de uma planta ainda pouco estudada.



6. CONCLUSOES

Neste trabalho realizou-se o estudo da atividade oxidante, bem como estudos

preliminares antifingicos e antitumorais, do extrato das folhas da Rapanea ferruginea.

Realizou-se também a caracterizacéo da influéncia deste extrato em diferentes regides

de lipossomos:

O extrato apresentou uma elevada atividade antioxidante in vitro pelo método
de sequestro e radicais pelo método de DPPH, a concentracao inibitoria em
50% (ICsp) da oxidacao foi encontrada na faixa de 7,8 pug/mL.

O extrato na forma livre reduz a peroxidacao lipidica em 50 % na concentracao
de 1,43 pg/mL. Na forma incorporada em lipossomos, o0 extrato demonstrou
uma atividade pro-oxidante crescente em propor¢ao a sua concentracao.

Foram identificados e quantificados no extrato os compostos fendlicos : &cido
siringico, acido cinamico, 4cido galico, quercetina, quercetrina e catequina.

O extrato, quando incorporado em lipossomos, inibiu de forma mais eficiente a
enzima a- amilase (4,5 %), do que o extrato na forma livre , 0 que demonstra
uma maior probabilidade de atividade antifungica quando incorporado.

A exposicdo das células de glioma nas concentracbes de 10 e 100 uM reduziu
em 37,5 e 40 % respectivamente, a viabilidade celular

A influéncia do extrato na dinamica lipidica foi avaliada de acordo com as

regides polar, interfacial e apolar dos lipossomos:

Na regido polar, o extrato aumentou o grau de hidratacdo da regido do fosfato
lipidico, como visto por HATR-FTIR. Através das analises por HATR-FTIR e
RMN, pode-se concluir que o extrato ndo influenciou a regido do grupo colina.
Na regido de interface, o extrato provocou um aumento do ordenamento na
regido da carbonila lipidica, diminuindo a mobilidade.

Na regido hidrofébica, o extrato provocou um desordenamento na regido dos
grupos metilenos, aumentando-se assim, a fluidez desta regido. Esse resultado
foi confirmado por andlise de DSC, onde a diminuicdo da variagdo da entalpia e
da temperatura de transicdo de fase, indicaram um desordenamento na cadeia

acil dos lipossomos.



54

Através das medidas de turbidez pode-se verificar que o extrato provocou um

aumento no tamanho dos lipossomos.

Um esquema demonstrando os efeitos do extrato sob a dinamica molecular dos

lipossomos esté representado na Figura 38.

Ordena

\ desordena

Aumenta o grau de hidratacao

Figura 38. Esquema representativo dos efeitos provocados pela interacédo do extrato
com a membrana
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7. PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho servem de base para novos estudos, como o
ensaio antifingico determinando a cinética de inibicdo de fungos do género Aspergillus
assim como um estudo de velocidades de reacdo Radical-membrana e Radical: extrato
através do ensaio de RPE e estudos da interacdo de cada composto fendlico

identificado no extrato com modelos de membrana.
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