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RESUMO

EPIFANIO, Neide Mara de Menezes. Caracterizacio quimica e atividade antioxidante
do extrato aquoso da salsa crespa (Petroselinum crispum var. crispum). 2020. 169p. Tese
(Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.
O estresse oxidativo, resultante do desequilibrio entre a produ¢ao e eliminacao de radicais
livres, oriundos de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, tem grande importancia nos
processos de envelhecimento e morte celular. A ingestdo de ervas condimentares, como
substitutos do sal, tem sido estimulada pelo fato delas conterem compostos bioativos
capazes de desativar os radicais livres. O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de
compostos fenolicos e flavonoides totais (método de Folin-Ciocalteu e Cloreto de
Aluminio, respectivamente), avaliar a capacidade antioxidante (métodos do DPPH e
FRAP), e promover uma triagem fitoquimica do extrato aquoso das folhas de
Petroselinum crispum var. crispum (salsa) por CLAE-EM. Um alto teor de fenolicos
(12,49 + 1,70 mg GAE/g de extrato de salsa) e flavonoides totais (15,05 + 2,20 mg de
equivalentes de quercetina/g de extrato de salsa) foram quantificados na salsa, além de
alta atividade antioxidante (ECso - 15,50 mg.mL"!, método DPPH) e (189,8 mM Fe (1I)/mg
de extrato vegetal seco - método FRAP). Vinte e sete flavonoides glicosilados foram
identificados no extrato, sendo a apiina, o composto principal; a partir da hidrdlise 4cida
da apiina foi obtida a aglicona apigenina (90% de pureza) e ambas foras utilizadas para
os ensaios in vivo com células de Saccharomyces cerevisiae. O extrato aquoso da salsa
crespa mostrou baixa toxidez, porém revelou alto potencial antioxidante dose-dependente,
principalmente no ensaio de peroxidagao lipidica. O flavonoide glicosilado apiina também
apresentou acdo antioxidante nas células de levedura sob estresse oxidativo no ensaio de
viabilidade celular (0,1 mM) e peroxidagao lipidica (0,01 e 0,1 mM), enquanto apigenina
foi levemente antioxidante, demonstrando resultados diferente aos ja relatados
anteriormente na literatura em ensaios invitro. A apiina mostrou ser o composto fenolico
mais abundante no extrato, portanto, ¢ provavel que a atividade antioxidante da apiina

esteja relacionada a capacidade antioxidante total da salsa.

Palavras-chave: CLAE-EM; flavonoides; apiina; antioxidantes; peroxidagao lipidica



ABSTRACT

EPIFANIO, Neide Mara de Menezes. Chemical characterization and antioxidant activity
in vivo of parsley (Petroselinum crispum var. crispum) aqueous extract. 2020. 169p. Tese
(Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.
Oxidative stress, resulting from the imbalance between the production and elimination of
free radicals, originating from reactive oxygen and nitrogen species, is of great importance
in the processes of aging and cell death. The intake of condiment herbs, as salt substitutes,
has been stimulated by the fact that they contain bioactive compounds capable of
deactivating free radicals. The objective of this work was to determine the content of
phenolic compounds and total flavonoids (Folin-Ciocalteu and Aluminum Chloride
method, respectively), to evaluate the antioxidant capacity (DPPH and FRAP methods),
and to promote a phytochemical screening of the aqueous leaf extract of Petroselinum
crispum var. crispum (parsley) by HPLC-MS. A high content of phenolics (12.49 +1.70
mg GAE / g of parsley extract) and total flavonoids (15.05 + 2.20 mg of quercetin
equivalents / g of parsley extract) were quantified in parsley, in addition to high
antioxidant activity (EC50 - 15.50 mg.mL-1, DPPH method) and (189.8 mM Fe (II) / mg
of dry plant extract - FRAP method). Twenty-seven glycosylated flavonoids were
identified in the extract, with apiine, the main compound; from the acid hydrolysis of the
apiine, the aglycone apigenin (90% purity) was obtained and both were used for the in
vivo tests with Saccharomyces cerevisiae cells. The aqueous extract of the parsley showed
low toxicity, however it revealed a high dose-dependent antioxidant potential, mainly in
the lipid peroxidation test. The glycosylated flavonoid apiine also showed antioxidant
action on yeast cells under oxidative stress in the cell viability assay (0.1 mM) and lipid
peroxidation (0.01 and 0.1 mM), while apigenin was slightly antioxidant, showing
different results to previously reported in the literature in invitro trials. Apiine has been
shown to be the most abundant phenolic compound in the extract, so it is likely that the

antioxidant activity of apiine is related to the total antioxidant capacity of parsley.

Keywords: HPLC-MS; flavonoids; apiine; antioxidants; lipid peroxidation
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1. INTRODUCAO

A ampliacdo no conhecimento sobre os alimentos funcionais e suas propriedades
medicinais t€m estimulado diversos estudos in vitro e in vivo para avaliar os meios pelos
quais seus componentes interferem na homeostase do organismo. Dietas ricas em alimentos
funcionais podem reduzir o risco associado a diversas doencas relacionadas ao processo de
desequilibrio homeostatico, sendo extremamente relevante associar o aparecimento € a
progressdao de doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e do cancer ao aumento do
estresse oxidativo durante a patogénese, que interfere diretamente na manuten¢do de
componentes estruturais vitais nas células (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2013; BASU
& MAIER, 2016; UDENSI & TCHOUNWOU, 2016).

Processos como a respiragdo mitocondrial podem gerar espécies reativas de oxigénio
como produtos do metabolismo celular; com efeitos geralmente deletérios nos sistemas
nervoso e cardiovascular devido ao estresse oxidativo causado por essas espécies altamente
reativas. Para reduzir os niveis de estresse oxidativo, as células possuem defesas endogenas
e exodgenas de alimentos que contém compostos bioativos, conhecidos como alimentos

funcionais (FU et al., 2016).

Os flavonoides sdo amplamente distribuidos em plantas medicinais, frutas, vegetais
e diversos alimentos funcionais, com atividades relacionadas a processos bioquimicos
endogenos, podendo atuar principalmente como agentes antioxidantes, estabilizando os
radicais livres por reagdes redox como agentes redutores. E comum associar a oxidagio de
biomoléculas a esses radicais livres, criando danos como fragmentacdo de fitas de DNA,
lipoperoxidacdo da membrana plasmatica e inativacdo de proteinas por carbonilacdo das
cadeias laterais, resultando em lesdo celular e possivelmente morte por apoptose (KASOTE

etal., 2015; BEZERRA et al., 2016; TAN et al, 2018; AHN-JARVIS et al., 2019).

Petroselinum crispum var. crispum (Apiaceae), conhecida como salsa crespa, ¢
originaria da Grécia e hoje ¢ amplamente cultivada em todo o mundo por suas folhas
aromaticas, que podem ser usadas frescas ou secas como tempero em diversos alimentos.
Existem relatos de algumas propriedades terapé€uticas, sendo indicado por sua agdo
diurética, antiinflamatoéria, antioxidante, antiplaquetéria e antiurolitiase, como no caso de
um estudo realizado com extratos aquosos de folhas de salsa mostrou seu efeito na inibi¢ao
da migragdo de células cancerigenas e na protecdo do DNA, incluindo a elucidagdo dos

constituintes atribuidos a essas atividades (EZER & ARISAN, 2006; CAMPOS et al., 2009;



CHAVES etal., 2011; TANG etal., 2015; AL-YOUSOFY etal., 2017; ABU-SERIE et al.,
2019).

O Petroselinum crispum contém grande quantidade da flavona apigenina e baixa
concentragdo de outros flavonoides nesta planta tornando adequado para um estudo de
intervengdo com uma fonte natural de apigenina. As folhas frescas e secas sdao fonte rica
em compostos fitoquimicos com atividade antioxidante, sendo relatado em diversos estudos
que os dois principais compostos fendlicos extraidos de folhas de salsa foram identificados
como apiina ¢ malonilapiina, flavonoides glicosilados, da aglicona apigenina (JUSTESEN

et al., 1998).

Estudos sugerem que a apigenina ¢ responsavel pela atividade antiinflamatoria e
antitumoral em diferentes modelos celulares, além de ter relevante a¢ao antioxidante. No
entanto, existem poucos estudos sobre a atividade bioldgica exercida pela apiina (um dos
principais compostos da salsa), como a interferéncia na atividade antiplaquetaria. Devido a
1sso este estudo avaliou a composi¢ao quimica dos flavonoides glicosilados da salsa crespa
e seu potencial antioxidante, bem como o potencial antioxidante da apigenina e apiina in
vitro (por ensaios DPPH e FRAP) e in vivo por ensaios citotoxicos em células de levedura
(Saccharomyces cerevisiae), modelo unicelular que possui processos enzimaticos que se
assemelham, em certa medida, a células de mamiferos superiores, incluindo mecanismos
relacionados as defesas antioxidantes intracelulares. Nao ha relatos na literatura de estudos
de avaliacdo da atividade antioxidante da Petroselinum crispum var. crispum em modelos
celulares, além de poucos relatos em modelos invitro para o extrato aquoso da salsa crespa

(RIGER et al., 2011; HAN et al., 2012; ZHANG et al., 2014).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.A HISTORIA DO USO DE PLANTAS MEDICINAIS
A utilizag¢do das plantas como alimento sempre existiu na Historia, pois os homens
sempre buscaram utilizar recursos da natureza para a sua subsisténcia, mas também passou
a ser utilizado com o intuito de melhoria na sua qualidade de vida ou de minimizar alguns

sintomas durante periodo de doencas (TOSCANO RICO, 2011).

No decorrer da Historia, o uso de plantas com potencial terapéutico, sempre foi
admirado pela humanidade. Existe um amplo histdrico relatado, transmitido entre geragdes
do uso benéfico de diversos produtos de origem natural, principalmente referente as
civilizagdes antigas como a China e a India, que propiciaram um grande arsenal de

conhecimentos sobre o uso de medicamentos tradicionais (PATWARDHAN et al., 2005).

Existem evidéncias de nosso passado paleolitico sugerindo um conhecimento
detalhado e aplicado de plantas medicinais. O estudo dos ossos humanos sao uma boa fonte
de informacao do passado e o registro arqueoldgico pré-histdrico € rico em evidéncias de
acidentes, doengas e traumas e de sobrevivéncia de individuos com patologias, inclusive
entre as populagdes paleoliticas Hardy et al. (2012) extrairam evidéncias biomoleculares
para duas plantas ricas em 6leo volatil da familia Asteraceae, Achillea millefolium L. e
Matricaria chamomilla (L.) Rydb., ambos com propriedades medicinais, mas sem
propriedades nutricionais, em um célculo dentario de um homem de Neandertal de 49.000

anos de El Sidrén.

O corpo mumificado de um homem de 4.500 anos, provavelmente entre 40-50 anos
quando ele morreu, foi encontrado em 1991 nos Alpes italianos. Apelidado de Otzi, ele
tinha varias patologias, incluindo periodontite, fraturas de costelas curadas, parasitas
intestinais e cdlculos biliares. Ele também tinha alguma doenca degenerativa das
articulagdes, osteoartrite leve e uma costela quebrada curada bem como varias lesdes peri-

mortem, sendo encontrado relatos do uso de plantas medicinais (HARDY, 2020).

Evidéncia arqueoldgica para o uso de drogas psicotrdpicas no Paleolitico ¢ limitada,
sendo a mais antiga de um site de 13.000 anos em Timor, onde restos de videira de bétele
(Areca catechu L., Arecaceae) foram encontrados. A presenca de Cannabis foi identificada
na ceramica de Taiwan (10.000 anos AC) e esta presente como matéria-prima (canhamo)

nos primeiros contextos agricolas da China, mas a planta mais comum ¢ Papaver



somniferum L., sendo encontrada principalmente em sitios pré-historicos posteriores a ao

sexto milénio AC em toda a Europa, e no Egito Antigo (HARDY, 2020).

O papiro de Ebers ¢ considerado um dos mais antigos e importantes tratados médicos
conhecidos, foi escrito no Egito Antigo e é datado de aproximadamente 1550 a.C. Enumera
em torno de 100 doencas e descreve muitos produtos de origem natural utilizados por essa
civilizagdo para diminuis sintomas ou cura. Na Grécia Antiga, grande parte do
conhecimento sobre plantas deve-se a Hipocrates, denominado “pai da medicina”. Ele
reuniu em sua obra Corpus Hipocratium, uma sintese dos conhecimentos médicos de seu
tempo, indicando, para cada enfermidade, um remédio vegetal e um tratamento adequado.
Além disso, Hipdcrates afirmava que o tratamento para muitas doengas poderia ser feito

por meio de dieta alimentar adequada (GURIB-FAKIM, 2006).

No comego da Era Crista, o grego Dioscorides, catalogou e ilustrou cerca de 600
diferentes plantas usadas para fins medicinais, descrevendo a utilizagdo terapéutica de
muitas delas. Esta obra, onde esses registros foram reunidos, ¢ chamada de Materia Medica,
considerada a principal referéncia ocidental sobre plantas medicinais até periodo do
Renascimento. Dentre seus diversos relatos, ja era descrito a utilizacdo do 6pio como
medicamento e como veneno, utilizado por Nero para eliminar seus inimigos. Também ha
relato do uso do salgueiro branco (Salix alba L.), fonte mais antiga do 4cido acetilsalicilico,

para dor (MISHRA et al., 2011; NEWMANN et al., 2016).

Um dos principais responsaveis pelo avango da terapéutica na idade moderna foi
Paracelso, que descreveu as bases da medicina natural e afirmou que cada doenga especifica
deveria ser tratada por um tipo de medicamento. Disse ainda que a dose certa define se uma
substancia quimica ¢ um medicamento ou um veneno ¢ foi responsavel pela teoria da
assinatura dos corpos, segundo a qual, a atividade farmacologica de uma planta estaria

relacionada com seu aspecto morfologico.

Mas foi a partir do século XIX que a fitoterapia teve maior avango, devido ao
progresso cientifico na area da quimica, o que permitiu analisar, identificar e separar os
principios ativos das plantas. O principal exemplo foi que em 1806, Friedrich Sertlirner
isolou a morfina do Papaver somniferum e a partir desse evento, diversos produtos naturais

foram selecionados para estudo de possiveis medicamentos (DEVIENNE et al., 2004).



A partir da segunda metade do século XX, houve um grande avango tecnologico e
evolugdo na medicina, com o desenvolvimento das industrias farmacéuticas, reduzindo
significativamente o uso de plantas com fins medicinais. No entanto, em paises em
desenvolvimento, as plantas ainda apresentam uma grande contribui¢do como profilatico e
para o tratamento de diversas enfermidades, sendo um dos principais motivos, as condigdes
de pobreza ¢ a falta de acesso aos medicamentos a maioria da populacao, associados a facil

utilizacao de plantas com fins medicinais (FIRMO et al., 2011).

De acordo com Newman e Cragg (2020) os produtos naturais desempenham um papel
dominante na descoberta de pistas para o desenvolvimento de medicamentos para o
tratamento de diversos problemas de saude. A partir dos dados apresentados nesta revisao,
a utilizacdo de produtos naturais e suas variagdes sintéticas, € a constru¢do de novos
arcabougos a partir de suas estruturas, com a finalidade de descobrir e desenvolver uma
droga para fins terapéuticos continua em crescimento pelo mundo. Nesta revisao, os dados
foram analisados em termos de ntimeros e classificados de acordo com sua origem usando
as principais categorias utilizadas anteriormente pelo grupo, conforme podemos ver no
Grafico 1. Para melhor entendimento, apenas a primeira aprovacdo de qualquer
medicamento ¢ contabilizada, independentemente de quantos '"biossimilares" ou

aprovagoes foram posteriormente identificadas.

18,9%

H Totalmente sintético (S)

B S/Mimetizado de um PN (S/NM)

H Totalmente sintético (mas farmacéforo de origem natural) (S*)
S*/Mimetizado de um PN (S*/NM)

M Vacina (V)

H Biologicos (B)

Grafico 1: Origem dos novos farmacos aprovados de 1981 a 2019, adaptado de NEWMAN &
CRAGG, 2020.



Dos farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2019, cerca de 67% eram produtos
naturais ou foram desenvolvidos a partir destes. O artigo relata da grande influéncia das
estruturas de produtos naturais em algumas areas da farmacologia, como no caso dos anti-
infecciosos, embora ainda existam classes farmacoldgicas, para as quais ndo existem

medicamentos derivados de produtos naturais, como anestésicos e antianginosos.

A descoberta de drogas, no século XXI, envolve a geracdo de uma diversidade
molecular nova a partir de produtos de origem natural, que combinadas com metodologia
de quimica sintética e combinatoria, incluindo a manipulacdo de vias biossintéticas, tem
propiciado o fornecimento de novas fontes de farmacos, sendo a melhor solucao para a
atual crise de produtividade enfrentada pela comunidade cientifica., visto a falta de inclusdo
de novas classes e novos farmacos por mais de uma década no mercado farmacéutico, como

no caso dos anti-infecciosos.

Embora as técnicas de quimica combinatoéria tenham tido éxito como métodos de
otimizacao de estruturas ¢ tenham sido usadas com muito sucesso na otimiza¢ao de muitos
agentes aprovados recentemente, os compostos oriundos de produtos naturais sdo
fundamentais para o desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos, combatendo os
genes de resisténcia que vem sendo transmitidos por plasmideos em toda a populagdo
mundial, restringindo a cada ano a escolha de uma farmacoterapia adequada ao combate

desses microrganismos (NEWMANN et al., 2020)

E importante salientar a importancia de investimento nessa area de pesquisa, que
oferece grande potencial no descobrimento de novas estruturas que podem levar a

identificacdo de agentes eficazes em uma grande diversidade de doengas humanas.

2.2.METABOLITOS SECUNDARIOS
O metabolismo ¢ definido como o conjunto total das transformacdes das moléculas
organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre em cé¢lulas vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo a sua continuidade. Essas reagdes possuem
certa dire¢do devido a presenca de enzimas especificas, estabelecendo, assim, as rotas

metabolicas, visando o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias

fundamentais da célula (PEREIRA et al., 2012).



A natureza, de um modo geral, ¢ a responsavel pela produ¢do da maioria das
substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal ¢ responsavel pela maior
parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. A variedade ¢ a
complexidade das micromoléculas, podem ser divididas de acordo com a sua funcdo na

planta (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

As plantas produzem uma diversidade de metabodlitos estrutural e funcionalmente
diversos que desempenham muitos papéis diferentes no crescimento e desenvolvimento das
plantas e na resposta das plantas as condi¢des ambientais em constante mudanga, bem como
as tensdes abioticas e bidticas. Esta diversidade metabdlica €, em grande parte, devido a

modificacdo quimica dos esqueletos basicos dos metabdlitos.

De fato, plantas e fungos apresentam uma diversidade metabolica muito maior do que
outros organismos, com o reino vegetal comumente sendo declarado contendo entre 20000
e 1 milhdo de metabolitos. O metabolismo primario central da maioria das espécies vegetais
¢ altamente semelhante ao de espécies nao-vegetais e consiste em substancias presentes em
todas as células dos organismos e que desenvolvem papel importante no processo de
metabolismo e reproducdo desses seres. No entanto, plantas e fungos t€ém capacidade
adicional para sintetizar um enorme repertorio de compostos especializados (ou
secundarios) que constituem a maioria de seus metabolitos. Este arsenal de compostos
fornece a esses organismos um meio eficaz de defesa contra o estresse biodtico e abidtico

que eles potencialmente enfrentardo durante sua vida (WANG et al., 2019).
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Figura 1: Exemplos de substancias presentes nas plantas e suas categorias

Os metabolitos primarios sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas e é comum encontrar em todas as plantas, enquanto os metabolitos prioritarios agem
frequentemente como moléculas de defesa e protegem as plantas de varias condigdes frente
ao meio externo e ja foram consideradas ndo essenciais para o crescimento das plantas e o

seu desenvolvimento (PATRA et al., 2013).

As plantas produzem uma quantidade vasta e diversa desses compostos organicos,
mas o estudo dos metabolitos prioritarios apenas deu inicio no final do século XIX, com
foco, principalmente, nas substancias relacionadas com medicamentos, venenos e
cosméticos. Atualmente, a procura por novas substancias que possam ser utilizadas para
melhorar a qualidade de vida do homem tem despertado o interesse das industrias
farmacéuticas, aumentando o interesse de pesquisadores na comercializagdo dos
metabolitos secundarios, obtida de plantas empregadas na medicina popular (TIWARI et

al., 2015).



Os metabolitos prioritarios, também chamados de especiais ou secundarios, sdo
geralmente produzidos apds o crescimento da planta ¢ possuem uma ampla gama de
estruturas quimicas e atividades bioldgicas e se apresentam como derivados por vias
biossintéticas Unicas a partir de metabdlitos e intermedidrios primarios. Os metabolitos
secundarios pertencem a um numero restrito de familias no grupo taxondmico dos produtos
naturais, sendo cada qual com caracteristicas estruturais particulares, decorrentes da sua
biossintese. Uma classificacdo simples pode ser apresentada conforme demonstrado na

Figura 2 (ROZE et al., 2011; VERMA et al., 2015).

O metabolismo secundario vegetal, através das substancias formadas no metabolismo
primario, forma varios compostos organicos; que por sua vez possuem atividade biologica.
As principais classes de metabdlitos secundarios identificados em espécies vegetais sao 0s

compostos nitrogenados, compostos fenolicos ou fendis e terpenos ou terpenodides

(CUNHA et al, 2016).
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Figura 2: Rota biossintética de metabolitos secundarios a partir de metabolitos primarios,
adaptado de DEWICK, 2002.

O segundo maior grupo de metabolitos prioritarios sdo os compostos fendlicos e sao
comumente encontrados em plantas, e a sua distribuicdo ndo ¢ homogénea, sendo
principalmente encontrados na parede celular e a sua distribui¢do depende de diversos
fatores supracitados como espécie, variedade, exposicdo direta aos raios solares, altas

temperaturas, umidade, agressdes ambientais e fatores genéticos (DEGASPARI et al.,
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2004). Em resposta a essas mudancas podem ocorrer um aumento ou diminui¢do na
produg¢do de alguns destes compostos, fazendo com que sejam produzidos com
caracteristicas diferenciadas, tornando certos alimentos uma fonte especifica ou abundante

de determinados compostos fendlicos (YILDIZ, 2009).

Muitas publicagdes evidenciam a agdo dos compostos fenodlicos na fisiologia da
planta como, reproducdo, crescimento e defesa contra diferentes estresses ambientais,
atividade alelopatica pela qual reduzem o crescimento de plantas vizinhas, além de agao
sobre a fotossintese, sintese de proteinas, atividade enzimadtica, absorcao de nutrientes nas
plantas. Verificou-se que os fenolicos também podem ser utilizados como indicadores de
estresse, porque seu teor ¢ aumentado pela exposicdo das plantas a produtos quimicos
toxicos e outros agentes estressantes a elas (ACHAKZALI et al., 2009; SHARMA et al.,
2012).

Os compostos fenolicos sdo moléculas heterogéneas que incluem mais de 10.000
compostos com grande diversidade estrutural, e sdo basicamente formados por vias
metabdlicas a partir do 4acido maldnico e chiquimico, sendo a via do acido maldnico,
altamente significativo em bactérias e fungos, enquanto o caminho do 4cido chiquimico ¢
muito comum em plantas. Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas ligadas a anéis aromaticos, tendo sido divididos em diferentes classes, que
depende de sua estrutura quimica basica, conforme visualizado na Tabela 1 (GARCIA-

SALAS et al., 2010; VERMA et al., 2015).

Os polifendis constituem substancias ativas encontradas em varias plantas que
modificam as atividades de uma grande variedade de enzimas e receptores celulares. Os
polifendis sdo os mais abundantes e mais comuns fitoconstituintes vegetais em diversos
alimentos como frutas, cereais, legumes secos, vegetais, chocolate e bebidas como cha,
cacau, café e vinho. Na natureza, podemos categorizar compostos polifendlicos em classes
diferentes de compostos naturais com base no niimero dos anéis fendlicos presentes nele

(PATEL et al., 2018).
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Tabela 1: Classificagcdo dos compostos fenolicos, adaptado de GARCIA-SALAS et al.,

2010.
NUMERO DE ESTRUTURA
CARBONOS CLASSES BASICA
Cs Fendlicos Sunples @- OH
Benzoquinonas DZQEO
Ce-Cy Acido Benzdico @_ COOH
Cs-C Acetofenonas @—CDCH;
Acido Fenilacético @_/CDOH
Ce.Cs Acido Cinamico @—/\ COOH
Femlpropenos Q_/\
Cumannas @j
Cromonas
|
D
Cs-Cy Naftoquinonas (:%j
(9]
B G
0
Ce-Cr-Cs Estilbenos O -
o 1)
Antraquinonas @.@
0
Cs-C3-Cs Flavonoides © 0 O
(Cs-C3»n Lignanas e neolignanas ._H_.
(C6-C1in Taninos Hidrohisavers Polimero Heterogéneo
(Cg-C3)n Ligninas Polimeros Aromaticos

Os compostos fendlicos geralmente estdo envolvidos com diversos papéis

fisiologicos nas plantas, incluindo fotossintese, sintese de proteinas, atividade enzimatica,

absorcdo de nutrientes nas plantas, reprodugdo, crescimento e defesa contra diferentes

agentes estressantes ¢ na protecdo de diversas plantas contra a radiagdo ultravioleta.

Verificou-se que os polifenois podem ser utilizados como indicadores de estresse, porque
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seus niveis se apresentam aumentados pela exposicdo de produtos quimicos toxicos e

estresse nas plantas (BOUDET, 2007).

De forma geral, os compostos fendlicos sao incluidos na categoria de interruptores
de radicais livres, sendo muito eficientes na preven¢do do auto oxidacdo celular. Estes
mecanismos de a¢cdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas possui um papel
importante na redugdo da oxidacdo lipidica em tecidos vegetal e animal e, quando
incorporados na alimentagdo humana, ndo conservam apenas a qualidade do alimento, mas
também reduzem o risco de desenvolvimento de patologias. Este processo ocorre devido as
propriedades redox que os tornam doadores de hidrogénio, agentes redutores e inibidores
de oxigénio singleto, desempenhando um papel consideravel na reducao do risco ao cancer
em humanos. Os polifendis sdo antioxidantes abundantes na dieta humana, sendo a classe
dos flavonoides, a mais estudada dentre esses (KAHKONEN et al., 1999; MILIAUSKAS
et al., 2004; HUANG et al., 2011).

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides se apresentam como classe majoritaria
e desempenham um papel importante no crescimento de plantas e mecanismo de defesa
contra microbios e insetos. Os flavonoides sdo compostos polifendlicos presentes em
plantas usualmente consumidas na dieta e estdo presentes nos vegetais na forma livre ou

ligada a agucares (heterosideos), acidos e /ou e proteinas (HIDALGO et al., 2010).

2.3.FLAVONOIDES: ASPECTOS QUIMICOS E A IMPORTANCIA BIOLOGICA
O termo flavonoide ¢ derivado da palavra latina “‘flavus™ que significa amarelo, e por
muito tempo definiu essa classe de polifendis. Os flavonoides representam um dos grupos
mais importantes e diversificados de origem vegetal que se encontram geralmente em
folhas, flores, raizes e frutos das plantas. O mesmo composto pode ainda apresentar
diferentes concentragdes dependendo do 6rgao vegetal em que se encontra, influenciadas
por diversos fatores naturais como radiagdo solar, raios UV, estagcdes do ano e ainda outros

fatores como poluentes que podem alterar o metabolismo da planta (NAGULA et al., 2019)

Os flavonoides formam um grupo de mais de 4.000 componentes polifendlicos que
ocorrem naturalmente nas plantas como pigmentos biossintetizados a partir da fenilalanina,
responsaveis pelas cores das pétalas da flor. Os flavonoides atuam na regulacdo do

crescimento, no desenvolvimento das plantas, atuam como antimicrobianos e antivirais
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inibindo importantes enzimas, tais como a transcriptase reversa e outras proteases € atuam

frente alguns protozoarios patogénicos (WINKEL-SHIRLEY, 2001).

Nas plantas, os flavonoides sdo formados basicamente através da combinagdo de
tirosina e fenilalanina com unidades de acetato, pela via metabolica. Do fenilpropandide.
Estruturalmente flavonoides t€ém dois anéis de aromaticos que sdo conectados por um anel
de pireno contendo oxigénio, formando um sistema Cs — C3 — Cs. Modificagdes no anel
central C levam a diferenciacdo dos subtipos de flavonoides como flavanonas, flavonas,
isoflavonas, diidroflavonol, flavonol, flavan-3-ol e antocianinas (Figura 3). Para a sintese
de seus derivados glicosidicos, diferentes tipos de agucar sdo adicionados ao nucleo
flavonoidico, sendo os mais encontrados a ramnose, xilose glicose e galactose

(CAZOROLLI et al., 2008; WANG et al., 2018).

Os flavonoides sdao um grande grupo de metabolitos secundarios polifendlicos das
plantas, presentes em praticamente todas as plantas superiores. Eles estdo presentes nos
tecidos vegetais em concentragdes relativamente altas e ocorrem majoritariamente nas
folhas e outras partes externas das plantas, desempenhando papéis importantes como
compostos de defesa e sinalizagdo na reprodugdo, patogénese e simbiose (PATEL et

al.,2018).
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Figura 3: Classificagdo dos flavonoides baseada em sua estrutura quimica

Na natureza, algumas das importantes fontes naturais de dieta flavonoides sdo frutas,
sucos de cereais, legumes, cha e vinho. Os principais grupos flavonoides da dieta humana
sdo o kaempferol e quercetina, encontradas principalmente em brdcolis, cebola e alho-
por6 e a apigenina e luteolina que sdo encontradas na salsa e no aipo. Catequina,
epigalocatequina, epicatequina, galato de epigalocatequina s3o encontrados
principalmente no vinho tinto, cha verde e chocolate (COOK et al., 1996; LOTITO et al.,
2006; SPENCER et al., 2009; KUMAR et al., 2013).

Os flavonoides vém despertando um grande interesse devido a estudos
epidemioldgicos que mostram que uma dieta rica nestes compostos estd associada ao
baixo risco de doengas cardiovasculares e algumas formas de cancer, além de diversos
relatos como tendo atividade antibacteriano, anti-inflamatoéria, antialérgica, antiviral,
antitrombotica e vasodilatadora (MIDDLETON et al., 2000; BUCKI et al., 2003;
CUSHNIE et al., 2005; GEBHARDT et al., 2005; HUBER et al., 2008; SPENCER, 2008)
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Consumo de alimentos ricos em flavonoides, em especial frutas e vegetais, esta
associado a uma menor incidéncia de doengas cardiacas, acidente vascular cerebral
isquémico, cancer e¢ outras doencas cronicas. As doencas citadas estdo associadas ao
aumento do estresse oxidativo e flavonoides sdo fortes antioxidantes in vitro, tendo sido
sugerido que a inser¢do didria na dieta de alimentos ricos em flavonoides exerce beneficios
a saude por meio de mecanismos antioxidantes sendo recomendado o seu uso associado

com a protegao contra doengas do envelhecimento. (WANG et al., 2018)

Os flavonoides ocorrem como agliconas, glicosideos e derivados metilados. A
estrutura flavonoide basica ¢ aglicona. Os flavonoides sdo frequentemente hidroxilados nas
posicdes 3,5,7,2,3",4"e5". Os flavonoides da dieta, especialmente os glicosideos, sdo os
fitoquimicos mais vitais nas dietas e sdo de grande interesse geral devido a sua bioatividade
diversificada. Os flavonoides presentes na natureza, em sua maioria, se encontram
acumulados nos caules, flores, folhas e frutos das plantas e existem como seus glicosideos,
na forma de O-glicosideo ou C-glicosideo nas plantas, localizada nas posi¢des 3 ou 7, tendo
como carboidratos conjugados, glicosideo, galactosideo, ramnosideo, arabinosideo e
rutinosideo. Os conjugados mais abundantes nas plantas sdo flavona O/C-glicosideos e
flavonol O-glicosideos. Varias tecnologias de ponta, incluindo a plataforma metabolomica
baseada em CLAE-EM e RMN foi usado para investigar os diferentes padrdes de
glicosilacdo dos flavonoides (OHADOMA et al., 2016; XIAO, 2017).

Os conjugados glicosilados podem ser hidrolisados e as agliconas resultantes sdo de
possivel identificacdo e quantificagdo. O aquecimento dos flavonoides glicosilados, pode
levar a hidrélise dos O-heterosideos e, muitas vezes, interferir na analise estrutural de
flavonoides. As hidrolises alcalinas e acidas facilitam a identificagdo dos nucleos
flavonicos, enquanto a hidrdlise enzimatica rompe pontos especificos das moléculas,
facilitando a identificagdo dos constituintes da porgao glicosidica. E importante salientar
que os glicosideos sdo mais soluveis em dgua e menos reativos contra radicais livres do
que sua aglicona ou respectivo flavonoide (HAVSTEEN, 2002; MARKHAM &
ANDERSEN, 2006).

A atividade antioxidante de um flavonoide depende fortemente de sua estrutura
quimica e ¢ bem aceito que esta atividade marcadamente influenciada pelo niimero e

posicao de grupos hidroxilas nos anéis B € A, e pela extensao da conjugagao entre os anéis
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B e C. Alguns requisitos estruturais gerais favoraveis para um potencial antioxidante dos

flavonoides seguem os trés Critérios de Bors:

a) A estrutura o-dihidroxi (3',4'-diOH, ou seja, catecol) no anel B, que confere alta
estabilidade aos radicais fenoxilas dos flavonoides via ligacdo de hidrogénio ou por

deslocalizagdo eletronica expandida;

b) O vinculo duplo C2-C3 (em conjugagdo com o 4-grupo 0xo), que determina a
coplanaridade do anel heterociclo e participa de estabilizacdo radical via deslocalizacio

eletronica sobre todos os trés sistemas de anéis;

¢) A presenga de ambos os grupos 3-OH e 5-OH para a capacidade de sequestro de

radical livre de intensidade forte.
Além disso, um critério adicional poderia ser adicionado:

d) Na auséncia de estrutura o-dihidroxi no anel B, substituidores hidroxilicos em uma
estrutura de catecol no A o anel é capaz de compensar e se tornar um determinante maior

da atividade antiradicalar (AMIC et al., 2007).

As atividades antioxidantes de cinco flavonoides que ocorrem naturalmente foram
investigadas por sua capacidade de inibir radicais de superdxido e inibir peroxidagdo
lipidica e dano oxidativo de DNA. Os flavonoides estudados por Jacob et al. (2011), ndo
apresentavam os grupamentos catecol no anel B, mas demonstrava estrutura planar
restaurada devido ao duplo vinculo em C2-C3 e o grupo 4-oxo, além da presenga de uma
hidroxila em C5 do anel A. Este tipo de estrutura molecular, estd envolvido com o
processo de quelagdo de metais de transicao e pode compensar quando hé a auséncia da

do grupamento catecol, em relacdo ao aumento da atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos flavonoides, portanto apresenta uma relacdo estrutura-
atividade, a qual depende do niimero e localizagdo das hidroxilas, a presenga de ligacao
dupla em C2 e C3 em conjugacao com uma fun¢ao 4-oxo presente no anel C, grupamento
orto-catecol (no anel B) e a glicosilagdo (C-glicosideos ou O-glicosideos), conforme
demonstrado na Figura 4. Um estudo teodrico investigou a influéncia da substituicdo do
acucar na atividade antioxidante dos flavonoides. A substituicdo de agucar altera
significativamente as cargas de Mulliken nos atomos de oxigénio das hidroxilas. A

substituicdo do 4tomo de hidrogénio por um aglicar na posi¢ao C-3 leva a uma melhoria
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na habilidade antioxidante, mas as propriedades antioxidantes mais altas sdo obtidas com

um grupo hidroxila em um dos anéis flavonicos (LESPADE & BERCION, 2012).

GRUPAMENTO Catecol Numero de - OCH3 C2=C3 3- 4- Glicosilagao
OH OH Carbonila
REA
ANTIOXIDANTE
DOS l T T i T !
FLAVONOIDES

Figura 4: Relagdo Estrutura Atividade (REA) Antioxidante dos flavonoides, adaptado de
WANG et al., 2018. Legenda: (1) — aumento na atividade antioxidante. (]) — redugéo na

atividade antioxidante em modelo in vitro.

2.4. A FAMILIA APIACEAE E O GENERO Petroselinum

Apiaceae (Umbelliferae) ¢ uma familia numerosa composta por cerca de 455 géneros
e mais de 3600 espécies dispostas em trés subfamilias: Hydrocotyloideae, Saniculoideae e
Apioideae. As plantas de Apiaceae apresentam caules ocos nas zonas internodais, com
canais secretores contendo Oleos essenciais e inflorescéncias em forma de umbela.
Distribui-se de modo alargado pelo mundo, podendo encontra-la principalmente nas
regides tropicais a regides temperadas. Muitas das espécies sdo conhecidas pelos seus
constituintes aromaticos, apresentando como caracteristica a produgdo de muitos
metabolitos secundarios, como os fenilpropanoides, monoterpenos e sesquiterpenos, sendo
encontrados ao nivel dos o6leos essenciais das plantas, juntamente com cumarinas e
flavonoides, principalmente na forma de flavondis e flavonas (MENDES, 2007;

ABDULMANEA et al., 2012).
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As plantas da familia Apiaceae sdo comumente usadas para alimentos, aromatizantes,
fragrancias e no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, cosméticos e outros para usos
industriais; sendo também conhecido por ser uso como remédios caseiros desde a
antiguidade. Recentemente, muitos estudos tém sido realizados a fim de validar as
alegacdes etnomedicinais de plantas pertencentes a esta familia (SAYED-AHMAD et al.,
2017).

Virias plantas desta familia s3o usadas para tratar varias doencas relacionadas com
os sistemas digestivo, endocrino, reprodutivo e respiratorio. Esta familia € composta por
representantes importantes das especiarias, as quais tém ampla utilizagdo como
condimentos, ndo somente Uteis para a alimentacdo, mas também auxiliando na preveng¢ao
de enfermidades devido as suas propriedades antioxidantes e/ou farmacoldgicas.
Compreende hortalicas importantes, tais como, cenoura, salsa, mandioquinha-salsa, aipo
(salsao), erva-doce (funcho) e o coentro, sendo muitas espécies desta familia conhecidas

pelo seu uso na medicina tradicional (MATIOLLI, 2014).

As espécies de plantas da familia Apiaceae sdo conhecidas por acumular flavonoides
principalmente na forma de flavonas e flavondis. Muitas espécies da familia Apiaceae sao
cultivadas no Brasil como condimentos e alimentos, como ¢ o exemplo da salsa
(Petroselinum crispum). Além do seu sabor unico, algumas propriedades como
antioxidante, antitumoral, antimicrobiano, diurético, antiinflamatoéria e atividade redutora
de risco corondrio e de doengas cardiovasculares, sdo apresentados por diversas referéncias
bibliograficas, sendo que os constituintes que requerem maior atengdo sao os flavonoides,
principalmente na forma glicosidica (GEBHARDT et al., 2005; BOLDIZSARA et al.,
2013)

A espécie Petroselinum crispum (salsa) ¢ uma planta amplamente difundida e
utilizada no Brasil e no mundo, sendo uma das espécies mais estudadas, do ponto de vista
bioldgico, da familia Apiaceae. Para o género Petroselinum existem diversas variedades,
sendo que iremos estudar neste trabalho o Petroselinum crispum var. crispum (cultivar
crespo). Esta planta ¢ herbacea, condimentar e medicinal, utilizada desde a antiguidade e
difundida em todas as areas de clima temperado e subtropical. Apresenta-se com 60 a 100
cm de altura, apresentando inimeras hastes, como pequenas touceiras. Suas folhas
triangulares e divididas em foliolos. No segundo verdo, a planta emite inflorescéncias altas

do tipo umbela, com numerosas flores amarelas a esverdeadas. A planta ¢ muito aromatica,

19



com sabor pungente ¢ a0 mesmo tempo refrescante (Figura 5). E uma erva anual ou
bianual, que possui grande interesse comercial, utilizada principalmente como condimento
sendo suas folhas empregadas como intensificador de sabor aos alimentos, tendo relatos de
serem utilizadas de forma medicinal para transtornos gastrintestinais, agdo anticoagulante
sendo uteis em doengas de pele, hipertensdo, hiperlipidemia, hepatotoxicidade, diabetes,

doenga renal e lombalgia (FARZAEI et al., 2013).

Figura 5: Petroselinum crispum var. crispum (A: Semente/ B: Folhas/ C: Flores)

A salsa embora seja nativa da Europa e do oeste da Asia, a erva agora é cultivada e
consumida em todo o mundo. As folhas e caules, frescos ou secos, bem como as sementes,
tém sido empregados em alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos. Na medicina
popular, a parte aérea de P. crispum ¢ usado para tratar hemorroidas, o caule para
inflamagao uretral e a raiz ¢ usada para passar as pedras nos rins. A composi¢do quimica e
propriedades farmacologicas de P. crispum foram relatados anteriormente em varios
estudos, apresentando glicosideos de flavonol e flavona, como quercetina e apigenina, além
de terpenos, furanocumarinas, carotenoides, acido ascorbico e tocoferol (Figura 6) (TANG

et al., 2015).

Ha trés principais variedades de salsa, com numerosas cultivares cada uma. Ha o tipo
plano italiano, o neapolitanum, que € a salsa lisa comum. O crispum engloba as salsas de

folha crespa, com sabor menos acentuado e mais utilizada para decorar pratos, como
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guarni¢do. J& a forma tuberosum € a das salsas cultivadas por suas raizes comestiveis, como

a salsa-alema e a de Hamburgo.
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Figura 6: Compostos isolados a partir de P. crispum

Os flavonoides sdo os metabdlitos secundarios dominantes dessa planta, como a
apigenina, luteolina, crisoeriol, quercetina e isorramnetina, tendo estes sido identificados
em suspensao aquosa de cultura celular desta espécie. A triagem fitoquimica da salsa
(Petroselinum crispum) revelou a presenca de flavonois (kampferol e quercetina) e tendo
como compostos majoritarios a classe de flavona (apigenina e luteolina) na forma de
apiosilglicosideo. Estes constituintes apresentam uma ampla gama de efeitos bioquimicos
e farmacologicos e tém sido recomendados como agentes quimiopreventivos ou
suplementos nutricionais. Acredita-se que o mecanismo predominante de suas agdes
bioldgicas resulte da atividade antioxidante, da inibi¢do enzimatica e da capacidade de
eliminar os radicais livres. Portanto, especula-se que o efeito promotor do Petroselinum
crispum pode ser devido aos seus constituintes de majoritarios ¢ o teor de compostos

flavonoides na salsa ¢ de cerca de 100 mg/ 100 g de peso fresco. (HAIDARIA et al., 2011)

Das seis principais classes de flavonoides, os flavonois (por exemplo, miricetina,
quercetina, kaempferol) e flavonas (por exemplo, apigenina, luteolina) sdo os mais

amplamente distribuidos em alimentos vegetais, onde sdo encontrados na forma de
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glicosideo (Figura 7). Na andlise de flavonoides, a hidrdlise ¢ geralmente realizada e as
agliconas resultantes podem ser identificadas e quantificada, contudo, as condicdes de
hidrolise devem ser otimizadas para que as agliconas sejam completamente liberadas, sem
provocar a sua degradagdo. Os dois principais glicosideos encontrados na salsa sdo a apiina
(7-O-[ f-D-apiofuranosil(1—2)-#D-glucosil]-5,7,4’-trihidroxiflavona) e o malonil-apiina
(HAHLBROCK et al., 1971; LUTHRIA et al., 2008).

R1
R2
HO (0]
apigenina R, =H; R, =OH
luteolina R; =OH; R, =0OH
OH (6]
Rz

HO
Rs3

quercetina Ry =H; R, =OH; R;=H; R4=H

kaempferol R;=H;R,=H;R;=H;R4;=H

OH (6]

Figura 7: Estrutura de flavonois e flavonas em forma de aglicona

Huber et al. (2009) avaliaram as fontes de flavonoides entre as hortalicas consumidas
no Brasil, analisando inicialmente 20 diferentes hortaligas e verificaram que no caso da
salsa hd um alto teor de apiina, uma flavona presente em diversas plantas que vem ganhando
interesse especial nos ultimos anos como um alimento benéfico, proporcionando promogao
a saude devido a sua baixa toxicidade intrinseca e devido a relatos de potentes atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias. As vantagens estdo relacionadas principalmente aos
flavonoides e sua atividade antioxidante, mas o efeito sinérgico de todos os produtos

quimicos ¢ importante na terapia. Suplementacao de dietas com folhas frescas de P. crispum
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aumenta a capacidade antioxidante do plasma em ratos e diminui o estresse oxidativo em

seres humanos (FARZAEI et al., 2013).

A apigenina e seus glicosideos (apiina e apigenina-7-O-glicosideo) sdo os principais
flavonoides presentes na folha da salsa, apresentando propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias e anticancer, o que tornam a salsa um agente preventivo na terapia de
degeneragdo oxidativa celular (Figura 8). A apigenina (APG, 4',5,7-trihidroxifavona) ¢ um
flavonoide de planta bioativa que pertence a subclasse flavona. As fontes naturais mais
ricas do APG incluem flores secas de camomila, salsa, aipo, tomilho, orégano, azeitonas,
cebola, cerejas, laranjas, brocolis, tomate, cevada, cenoura e legumes. As principais fontes
de APG sao apiina glicosilada, apigenina, vitexina, isovitexina ou roifolina. O consumo
estimado deste fitoquimico varia de 0,2 a 18,0 mg por dia em humanos (SHUKLA &
GUPTA, 2010; DOGRU et al., 2012; KASHYAPA et al., 2018)

Alguns estudos publicados avalia o uso da apigenina com potenciais efeitos sobre a
saude, como antioxidantes e atividades anti-inflamatdrias, sendo que apds o consumo oral
de folhas de salsa, por exemplo, a aglicona da apigenina, ¢ capaz de ser absorvida através
do intestino, possivelmente por mecanismos de transporte passivo, como outros
flavonoides, ja citados anteriormente, indicando que os derivados glicosideos possam ser

hidrolisados pela p-glucosidase humana no intestino delgado (PAPAY et al., 2016).
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Figura 8: Estrutura quimica da apigenina (aglicona) e seus derivados glicosideos

2.5. RADICAIS LIVRES E O ESTRESSE OXIDATIVO
Estudos recentes revelam que fatores genéticos e multiplos adquiridos podem alterar
o equilibrio homeostatico no corpo e favorecer diversas doengas, € como forma de prevenir
este processo € necessdrio restaurar este equilibrio. A maioria dos desequilibrios ocorre
devido a um fendmeno homeostatico entre antioxidante e pro-oxidante no organismo,
resultante de uma alteracdo na concentragdo de radicais livres no corpo (JABEEN et al.,

2014).

Os termos oxidante e redutor sdo denominagdes quimicas, enquanto biologicamente
estas moléculas sdo conhecidas como pro-oxidantes e antioxidantes, respectivamente. O
pro-oxidante ¢ uma substancia que pode induzir danos oxidativos a varios alvos biologicos,
tais como 4cidos nucleicos (modificacdo de bases nitrogenadas quebra de fita dupla),
lipidios (lipoperoxidacdo e alteracdo na estrutura de acidos graxos) e proteinas (oxidagao
de residuos especificos de aminoacidos com a formacdo de carbonilas, prejudicando a

funcio de proteinas e enzimas) (MAGALHAES et al., 2008).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas que agem como agentes pro-
oxidantes, podendo interferir em rea¢des normais do organismo, causando alteragdes
fisiopatologicas e desequilibrio homeostatico. Esta alta reatividade ¢ em parte devido a
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instabilidade destas moléculas, principalmente por possuir elétrons desemparelhados. A
formacao de radicais livres in vivo ocorre via a¢do catalitica de enzimas, durante os processos
de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular (fatores endogenos) e pela
exposicao a fatores exdgenos (0zonio, radiacdes gama e ultravioleta, medicamentos, dieta,

substancias com elevada toxidez presentes no fumo e pesticidas, entre outros) (Figura 9).

Os radicais livres intracelulares podem também aumentar a concentragdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), geradas naturalmente na cadeia respiratoria durante o processo
de respiragdo celular, alterando significativamente as propriedades da superdxido dismutase
(SOD), exacerbando o dano oxidativo nas c€lulas e acarretando morte celular (NEHA et al.,

2019).

Radicais Livres atacam nossas células

Produtos quimicos

Membrana (parede protetora)

Cigarro

Inflamacgoes

Alimentos ruins

estresse
Radiacdo

Poluicao do ar

Figura 9: A natureza como fonte de ER: fontes relacionadas ao meio externo, geradores de
espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio, enxofre e cloro.

Os mecanismos de geragdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma, sendo a mitocondria a principal fonte
geradora de radicais livres por meio da cadeia transportadora de elétrons, durante a
producao de energia a partir da glicose e do oxigénio. Os radicais livres também podem ser
gerados na célula através de enzimas oxidantes (aldeido oxidase, flavina desidrogenase,
ciclooxigenase, NADPH oxidase e do sistema citocromo Paso oxidase), por processo

oxidativo de pequenas moléculas (catecolaminas, flavinas e hidroquinonas) e através de um
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sistema de carregadores de elétrons microssomais e das membranas nucleares (ANDRADE

JUNIOR et al., 2005; BARBOSA et al., 2010).

As EROs sdo moléculas capazes de reagir com biomoléculas intracelulares e
consequentemente interferir nos processos bioldgicos e fisiologicos, sendo formadas de
diferentes formas. Essas espécies tém a capacidade de ocasionar danos e estdo envolvidas
numa série de processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem radicais
livres. As principais EROs distribuem-se em dois grupos: as radicalares; hidroxila (HO-),
superoxido (O2), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-); e as ndo-radicalares; oxigénio (O2),

perdxido de hidrogénio (H202) e 4cido hipocloroso (HCIO) (NEHA et al., 2019).

O radical hidroxila (HO-) ¢ o mais danoso ao organismo por nao possuir um sistema
enzimdtico capaz de neutralizd-lo e ¢ formado no organismo principalmente por dois
mecanismos: reacao do perdxido de hidrogénio (H202) com metais de transi¢do e homolise
da 4gua por exposi¢do a radiacdo ionizante. Esse radical causa danos ao DNA, RNA, as
proteinas, lipidios e membranas celulares do nacleo e mitocondrial. Em contato com
aminodacidos e proteinas, o radical hidroxila pode reagir nas cadeias laterais onde ataca
preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina, gerando danos
com perda de atividade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através das membranas

celulares, citolise e morte celular (BARREIROS et al., 2006).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a agao das EROs, porém a membrana
celular ¢ um dos principais alvos de ataques em decorréncia de um processo denominado de
peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracdes na estrutura e na permeabilidade das
membranas. Como consequéncia a esse processo ocorrerd a perda da seletividade na troca
ionica e a liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas

e a consequente formacgao de produtos citotoxicos (FERREIRA et al., 1997).

Devido ao potencial toxico dessas moléculas, mecanismos de protecao,
representados pelos agentes antioxidantes, entram em acdo para neutralizar esses
compostos e impedir a injuria celular. O desequilibrio entre o processo oxidativo e a
capacidade de defesa antioxidante do organismo ¢ conhecido como estresse oxidativo, e
seus efeitos adversos na saude humana estdo associados a progressdao de diversas

patologias. A falta de antioxidantes, para poder “neutralizar” os radicais livres reativos, tem

facilitado o desenvolvimento de doencas degenerativas no organismo humano, incluindo
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doencas cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer e

doencas inflamatorias (KRISHNAIAH et al., 2011).

2.5.1. Antioxidantes Endogenos e Exdogenos

Os antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas concentragdes quando
comparadas a do substrato oxidavel, atrasam ou inibem a oxidacdo deste substrato de
maneira eficaz, podendo ser encontrados naturalmente em nosso organismo ¢ em alimentos.
Os antioxidantes sdo capazes de reduzir eficientemente um pré-oxidante com a formacao de
produtos sem ou com baixa toxicidade, sendo responsdveis pela protecdo do organismo
contra a a¢ao oxidativa dos radicais livres. A produ¢ao continua de radicais livres durante os
processos metabdlicos levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa
antioxidante, limitando os niveis intracelulares dessas espécies impedindo a indugdo de

danos (COTINGUIBA et al., 2013).

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidantes podem ser classificados em
primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a reagdo radicalar em cadeia
através da doagdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis; e/ou reagindo com os radicais livres, formando um complexo
que podera reagir através de uma cascata de reagdes com outros radicais livres até a etapa de
finalizagdo/estabilizacdo. Os antioxidantes secundarios atuam retardando as etapas de
iniciacdo da oxidagdo por diferentes mecanismos que incluem complexagdo de metais,
sequestro de oxigénio, decomposi¢cao de hidroperoxidos, absor¢ao da radiacdo ultravioleta

ou desativagdo de oxigénio singleto.

As defesas antioxidantes podem ser produzidas endogenamente ou adquiridas pela
dieta, atuando através de estratégias de defesa que incluem diferentes niveis de protecao,
podendo ser divididas em trés formas principais de atuagdo: evitar a formacdo de EROs,
neutralizar a ag@o dessas espécies reativas e reparar os danos ocasionados por elas (LUZIA
et al., 2009). Estas substancias (Figura 10) representam a defesa dos organismos contra as
espécies reativas de oxigénio e sdo divididas em dois tipos principais, as ndo enzimaticas e
as enzimaticas. O sistema de defesa enziméatico atua por meio de mecanismos de prevencao,
impedindo e/ou controlando a formagdo de radicais livres e espécies nao radicais,

relacionados aos danos oxidativos as membranas (CANUTO et al., 2010).
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Figura 10: Classificacdo dos antioxidantes (azul: antioxidantes endogenos; vermelho:
antioxidantes exdgenos), adaptado de CHAVARRIA, 2014.

O sistema enzimatico ¢ o primeiro a agir, evitando o acumulo do anion radical
superoxido e do peroxido de hidrogénio. As defesas antioxidantes enzimaticas incluem a
atividade da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), que
atuam prevenindo a formacao ou neutralizando as EROs; além da glutationa redutase (GR),
glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH), glutationa S-transferase (GST) (ALAM et al.,
2013).

Embora o sistema antioxidante endogeno seja eficiente, em muitos casos isto ndo ¢
suficiente para controlar o processo de estresse oxidativo, sendo necessario uma
suplementagdo para que as concentragdes de EROs permanegam baixas. Alguns nutrientes
essenciais podem atacar diretamente os radicais de oxigénio, atuando como uma defesa
antioxidante nao-enzimatica. A vitamina E (alfa-tocoferol) ¢ o maior antioxidante
lipossoluivel presente em todas as membranas celulares e, portanto, atua na prote¢cao contra
a lipoperoxidacdo. Ela pode reagir diretamente com uma variedade de oxiradicais, como o

anion superoxido. Existe, ainda, uma série de outros antioxidantes ndo enzimaticos que
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participam da defesa contra as espécies reativas de oxigénio nos sistemas bioldgicos, sendo
captadores de radicais como, por exemplo, vitamina C, carotenoides, selénio, L-cisteina,
curcumina, os flavonoides e outros compostos fenodlicos de origem vegetal (SIES et al.,

1997).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com sua fonte de obtencao
como natural ou sintético. Os antioxidantes sintéticos mais conhecidos deste grupo sao os
polifenois, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG); sendo os mais utilizados na industria e
apresentam eficiéncia no controle das reagdes de oxidagdo. Porém, apesar do alto poder
antioxidante destas substancias sintéticas, a partir dos anos 80 aumentou o interesse na
busca de antioxidantes naturais, pois foi constatado que os sintéticos podem causar efeitos
adversos em humanos devido a sua toxicidade a longo prazo, além de em muitos casos nao

contribuir com beneficios nutricionais (ZHANG et al., 2006).

Os antioxidantes naturais sdo moléculas presentes nos alimentos em pequenas
quantidades, e possuem a capacidade de interromper a formacdo de radicais livres por
diferentes mecanismos, principalmente reduzindo a velocidade das reagdes de oxidacao dos
compostos lipidicos. Existe uma demanda crescente por antioxidantes naturais devido a
preocupagdes de seguranga com antioxidantes sintéticos. Portanto, produtos naturais como
frutas, sementes, legumes e verduras tém sido cada vez mais reconhecidos como potenciais
fontes de agentes antioxidantes, devido a presenga abundante de compostos fendlicos, e de

outros compostos bioativos (QUIDEAU et al., 2011).

2.5.2. Métodos para Determinacio da Atividade Antioxidante (AA) In Vitro

Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para
avaliacdao da atividade antioxidante (AA) tém aumentado consideravelmente nos ultimos
anos. As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua relagdo com
certas doengas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a busca por novas

substancias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos as células.

Os testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, indicador

de oxidacdo escolhido e método usado para sua detec¢ao e quantificagdo. Em todos esses
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ensaios um radical ¢ gerado e reage com moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia,

quimioluminescéncia ou outra mudan¢a mensuravel (RODRIGUEZ AMAYA, 2010).

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos
lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais. Os
testes in vitro tém se tornado uma ferramenta importante na busca de substancias bioativas,
no entanto em uma mesma amostra pode haver misturas de diferentes mecanismos de agao,
propiciando reagdes sinérgicas, tornando-se necessario a diversificacdo das analises para
poder avaliar os possiveis mecanismos de acdo de todas as substincias antioxidantes

presentes na amostra (PEREZ — JIMENEZ, 2007; ALVES et al., 2010).

Vérios ensaios tém sido testados para determinar a atividade antioxidante in vitro,
como o sistema B-caroteno/acido linoleico, o ABTS, o DPPH, o FRAP, ORAC entre outros.
Esses ensaios medem a habilidade do antioxidante de sequestrar o radical e impedir a rea¢ao
dele com o substrato, onde a absorbancia da reacdo decai a medida que os radicais vao sendo
consumidos. A seguir encontra-se uma breve descricdo de alguns dos principais métodos
para a determinacao da atividade antioxidante (HUANG et al., 2005; STRATIL et al., 2006;
WU et al., 2006).

- METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZIL

O ensaio do DPPHe avalia a atividade de captagdo de radicais livres por uma
molécula antioxidante (AH) através de um ensaio colorimétrico. O principio consiste na
mudanga de coloragdo de uma solugdo purpura (DPPHe¢) para uma colora¢dao amarelada
(DPPH) quando em presenga de um agente antioxidante, uma vez que ocorre a reducio do
radical nesse ambiente onde hé a presenca de uma espécie doadora de hidrogénio (Figura

11) (BARROSO et al., 2011).
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Figura 11: Mecanismo de reagao entre o radical DPPHe e um antioxidante através da transferéncia
de um atomo de hidrogénio (A representa a espécie antioxidante).

A molécula de DPPHe ¢ caracterizada como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizagao do elétron desemparelhado por toda a molécula, e a sua capacidade de
eliminagdo ¢ geralmente avaliada em meio orgénico, sendo monitorado o seu consumo a
partir da medida da absorbancia em 515-528 nm até permanecer constante, tendo como
resultado a variacdo na velocidade do decaimento desta absorbancia, estabelecendo-se que
quanto mais rapido ocorrer o decaimento maior sera o potencial antioxidante da substancia

avaliada (CHEN et al., 2013).

Este método ¢ considerado um dos mais simples, precisos e reprodutivos na avalia¢ao
da atividade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavonoides e terpenoides. Os resultados deste método sao relatados como a concentracao
eficiente (ECso), que ¢ a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir em 50% a
concentra¢do inicial de DPPHe; e o tempo necessario para atingir o estado estacionario com
a concentragdo ECso, sendo calculado a partir da curva cinética e definido como TECso

(MAGALHAES et al., 2008).

- METODO DE CAPTACAO DO RADICAL PEROXIL - METODO ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity)

Neste ensaio o radical peroxil é gerado pela reagdo do AAPH [dicloreto de 2,2’-
azobis(2-amidinopropano)] com o oxigénio atmosférico, que em contato com um indicador

fluorescente forma um produto nao fluorescente, que pode ser medido por
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espectrofotometria com maxima emissdo de fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm (R-
PE). O método avalia a atividade antioxidante através da inibi¢ao da oxidagao, induzida pelo
radical peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio; podendo-se comparar o
decréscimo da fluorescéncia produzida na presenga e na auséncia do agente antioxidante

(KRISHNAIAH et al., 2011).

O ensaio ORAC baseia-se no dano do radical livre causado por um reagente oxidante,
resultando em uma perda de intensidade da fluorescéncia ao longo do tempo. O dano
resultante pode entdo ser correlacionado com a quantidade de oxidante presente, mas
também pode ser relacionada com a capacidade antioxidante do composto. Reagdes
contendo antioxidantes e brancos sdo normalmente executadas em paralelo com um
equivalente (usualmente 7rolox). As reagdes sao normalmente executadas até a estabilidade
permitindo a determina¢do da area sob a curva cinética resultante (AUC). A protegdo
antioxidante pode entdo ser quantificada pela subtracdo da AUC da reagdo em branco

daquelas reagdes contendo a substancia analisada quanto ao seu potencial antioxidante.

A diferenca resultante ¢ considerada a protecdo antioxidante conferida pela
substancia presente numa amostra. Os resultados podem ser expressos como unidades de
ORAC ou equivalentes do Trolox, principal reagente padrdo utilizado. Porém, se o gerador
de radicais for o Cu**, o Trolox ndo pode ser usado como padrio, pois pode atuar como pro-
oxidante na presenga deste metal. Neste caso, a acdo antioxidante sera expressa em unidade
antioxidante: uma unidade equivale a atividade antioxidante que causa o aumento da area

sob a curva de decaimento de fluorescéncia de PE em 100% (ALVES et al., 2010).

Trolox, um anélogo soluvel em 4gua da vitamina E, ¢ usado como controle positivo
para este método, sendo o resultado expresso em termos da capacidade antioxidante
equivalente do Trolox do extrato (TEAC/mg). Este ¢ um dos ensaios antioxidantes mais
amplamente utilizados para amostras de plantas. O método ORAC também pode ser usado
para a deteccdo de *OH e outros radicais, modificando os iniciadores. Uma das principais
vantagens deste ensaio frente aos outros métodos utilizados ¢ a inclusdo do uso do radical
peroxil como reagente para o processo redox e o tipo de mecanismo de agdo com maior
semelhanca aos processos fisiologicos, incluindo valor de pH semelhante ao do organismo

humano (BISBY et al., 2008).
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- ENSAIO ANTIOXIDANTE DE REDUCAO DO FERRO - METODO FRAP

O ensaio FRAP mede a capacidade dos antioxidantes de reduzir o complexo férrico
2,4,6-tripiridil-s-triazina [Fe (III) - (TPTZ)2]*" ao complexo ferroso de cor azul intensa [Fe
(II) - (TPTZ)2]*" em meio 4cido. Este ensaio foi inicialmente descrito por Benzie e Strain
(1996) como forma de medir o poder redutor no plasma, tendo sido posteriormente adaptado
para avaliar o poder antioxidante de extratos de plantas. Os valores sdo calculados medindo-
se o aumento da absorbancia a 595 nm em meio acido e relacionando-o a uma solu¢ao com
poder antioxidante (Figura 12). Uma absorbancia mais forte indica maior poder redutor do
agente antioxidante, utilizando-se como padrao uma mistura de ions ferrosos ou uma solugdo
padrdo antioxidante. O ensaio ¢ considerado simples e rapido, podendo ser aplicado de modo
manual ou automatico, em substancias hidrofilicas ou lipofilicas (KRISHNAIAH et al.,

2011).
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Figura 12: Reacio quimica que descreve a produgdo de Fe** (forma ferrosa) a partir da reducdo de
Fe** (forma férrica) presente no complexo com TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)-FRAP, adaptado
de BENZIE et al., 1996.

Os antioxidantes que reagem no ensaio FRAP sdo aqueles que podem reduzir, sob as
condi¢des usadas, o sal Fe**-TPTZ para a sua forma Fe**-TPTZ, que possui cor azul. Cada
molécula de um antioxidante ativo pode doar um, dois ou mais elétrons dependendo de sua
natureza, e assim podendo reduzir uma, duas ou mais moléculas Fe**-TPTZ para a sua forma
ferrosa. Os resultados do ensaio FRAP sdo expressos em pumol/L ou mmol/L, tendo como
referéncia um padrio de solu¢do contendo Fe** como o indice total da atividade antioxidante,
pois representa a capacidade redutora de transferéncia de elétrons presente nos antioxidantes

redox ativos na amostra (BENZIE & DEVAKI, 2017).
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- METODO DE ENSAIO DE SEQUESTRO DO RADICAL ANTIOXIDANTE ABTS™

(2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfoénico)

O método indireto do sequestro do radical ABTS 2,2'-azino-bis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) desenvolvido por Rice-Evans e Miller (1994) e modificado
por Re et al. (1999) ¢ amplamente utilizado com o intuito de medir a capacidade sequestrante
do radical. Esse método aprimorado gera um cation radical croméforo ABTS™ azul/verde

através da reagdo do ABTS e o perssulfato de potassio (Figura 13).
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Figura 13: Redugdo do ABTS" " por um antioxidante e sua formagao pelo perssulfato de potéssio.
Ac¢ao de estabilizacdo do radical ABTS, adaptado de PRIOR, 2005.

O ABTS'" necessita ser gerado antes por reagdes quimicas ou enzimaticas, sendo
soluvel tanto em agua como em solventes organicos, permitindo a andlise em amostras tanto
hidrofilicas como lipofilicas. Para fins de ensaio antioxidante esta reacdo (oxida¢do e perda
de um elétron e formagdo do radical catidnico ABTS™) pode ser realizada com o uso de
perssulfato de potassio (K2S20s), sendo o radical ABTS pré-formado antes da adicdo dos
agentes antioxidantes, eliminando a possibilidade de que outras substancias presentes na
amostra possam interferir na gera¢do do radical. Na medida que o antioxidante ¢ misturado
com esse radical ocorre a redugdo do ABTS™ a ABTS, provocando a perda da coloragdo do

meio reacional (TIVERON, 2010).

A eliminag¢do do ABTS" pode ser facilmente detectada quantitativamente devido ao
desaparecimento de coloracdo, e a extensdo da descoloracdo caracteriza a porcentagem de
inibi¢do do cation radical ABTS™, sendo determinada em fun¢do da concentragido e do
tempo, considerando-se as bandas maximas de absorbancia de 730-734 nm para
acompanhamento da reagdo. Os resultados sao expressos em funcdo do Trolox, padrao

antioxidante geralmente utilizado (MAGALHAES et al., 2008; ILYASOV et al., 2020).
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2.5.3. Determinagao da Atividade Antioxidante (AA) in vivo

A oxidacdo para muitos organismos vivos € essencial para a producdo de energia
necessaria em diversos processos biologicos. Os radicais livres e outras espécies reativas de
oxigénio (EROs), que sdo continuamente produzidas in vivo, sdo os principais responsaveis
pela oxidacdo. Esses oxidantes danificam as células por reagdes em cadeia, como a
peroxidagdo lipidica (LPO), a oxidacdo do DNA ou de proteinas. Danos ao DNA causam
mutagdes e possivelmente cancer, se ndo forem revertidos por mecanismos de reparo de
DNA; enquanto os danos as proteinas causam inibicdo enzimatica, desnaturacdo e
degradacao de proteinas, comprometendo uma série de processos celulares. O cérebro ¢
vulneravel a lesdes oxidativas por LPO, devido a sua alta taxa metabolica e niveis elevados

de lipidios poli-insaturados (ALAM et al., 2013).

Quando as defesas antioxidantes das células estdo sobrecarregadas pela presenga de
quantidades excessivas de radicais ocorre o estresse oxidativo. Diversos produtos gerados
durante as reagdes quimicas sao mensuraveis e utilizados como biomarcadores do estresse
oxidativo, apresentando-se disponiveis em uma grande variedade de fluidos bioldgicos
(urina, soro, suor, saliva e at¢ mesmo o ar expirado). Embora a maioria desses métodos
diagnosticos ndo se apliquem na pratica clinica devido a complexidade e aos custos dos
métodos, alguns indicadores indiretos podem ser utilizados com seguranca durante a

avaliacdo de pacientes (Figura 14) (WOQOD et al., 2006).
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Figura 14: Biomarcadores do processo de estresse oxidativo (diretos e indiretos), adaptado de

WOOD et al., 2006.

Alguns biomarcadores podem ser avaliados através de técnicas de ressonadncia
paramagnética, entretanto, o alto custo para a obtengao dos reagentes e aparelhos torna essa
mensuragdo pouco utilizada na pratica clinica. Os métodos laboratoriais podem incluir a
avaliacdao do nivel de atividade de enzimas antioxidantes ou marcadores diretos da lesdao
celular. As enzimas antioxidantes comumente avaliadas incluem a SOD, GPx ¢ CAT e

podem ser obtidas por espectrofotometria ou cromatografia.

Outros biomarcadores, denominados produtos de danos oxidativos, também podem
ser mensurados e o principal deles ¢ o malondialdeido (MDA), formado ao final dos
processos de lipoperoxidacdo. Os marcadores ndo enzimaticos incluem a dosagem de
vitaminas dos complexos E, C e A; e de alguns cofatores como cobre, zinco, manganés e
selénio sendo realizado com reagentes obtidos em kits comerciais disponiveis apresentando

baixo custo acessivel a pratica clinica (CAMPOS & LEME, 2018).
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O DNA ¢ muito suscetivel a danos induzidos por radicais livres, principalmente com
a espécie radical hidroxila OH®, que ¢ adicionado as bases nitrogenadas resultando na
formacao de bases de DNA modificadas causando quebra na fita. Essa altera¢do permanente
no material genético resultante de dano oxidativo representa o primeiro passo envolvido em
mutagénese, carcinogénese e processo de envelhecimento. A reagdo do OH® com a guanina

da origem a 8-hidroxiguanina (8-OH-G), onde sua dosagem urinaria ¢ um excelente

marcador de estresse oxidativo e carcinogénese (OCK et al., 2012; GRAILLE et al., 2020).

A oxidagao de proteinas ocorre principalmente pelo ataque de radicais O2*" ¢ OH®,
gerando como produto principal uma proteina carbonilada, que promove ligagdo intra/inter
molecular e forma agregados proteicos. Esses agregados sdo incapazes de sofrer degradacao
via mecanismos proteoliticos, causando inibicdo desses processos € consequentemente
promovendo acumulo de proteinas oxidadas com aumento de disfun¢do celular; afetando a
sinalizagdo e estrutura celulares e processos enzimaticos, como o metabolismo energético e
antioxidante. A determina¢do de proteina carbonilada ¢ um excelente marcador de estresse
oxidativo proteico, sendo o mais utilizado o ensaio de deteccdo de tirosinas modificadas

(VALKO etal., 2007; FEENEY & SCHONEICH, 2012).

O processo de oxidagdo de lipidios ¢ denominado de peroxidacao lipidica ou
lipoperoxidagdo (LPO), que causa alteragdes na fluidez e permeabilidade da membrana
citoplasmatica, alteracdes no transporte iOnico e inibicdo de processos metabolicos. A
peroxidacdo lipidica tem recebido atencdo nos ultimos anos, visto a sua relacdo com alguns
mecanismos biologicos subjacentes de varios distirbios e doengas, como doengas
cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas e até envelhecimento; com evidéncias
crescentes mostrando o envolvimento da oxidagdo in vivo nessas condi¢cdes (AMARAL et

al., 2018).

As mitocondrias sdo organelas importantes para a manuten¢ao da homeostase celular,
gerando e fornecendo energia para as células por meio da fosforilagdo oxidativa. O processo
de fosforilagdo oxidativa envolve em paralelo a redugdo parcial do O2 molecular, resultando
na geragdo de um radical superdxido, que nao consegue passar facilmente pelas membranas
bioldgicas. Posteriormente, o radical O2* ¢é convertido pela superdxido dismutase
mitocondrial ou superéxido dismutase de manganés para formar peréxido de hidrogénio
(H202) na mitocondria. O H202 ¢ um composto liberado da mitocondria no citosol celular e

no nucleo, onde contribui para o estresse oxidativo (GUO et al., 2018).
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No entanto, a membrana mitocondrial interna, préxima ao local de producao de
EROs, esta sujeita a peroxidagdo lipidica, possibilitando o aumento da permeabilidade de
protons pela membrana mitocondrial interna, alterando a fluidez e outras propriedades
biofisicas das membranas mitocondriais. Este efeito também prejudica as fungdes
bioquimicas de varios transportadores e enzimas nas membranas interna e externa da
mitocondria, desregulando a producdo de ATP pelas células e comprometendo diversas

fungoes celulares (BATTHI et al., 2017).

Além disso, os centros de ferro-enxofre das enzimas da cadeia sdo propensos a
modificacdo oxidativa e a funcdo de transporte de elétrons da mitocondria pode ser
prejudicada durante o estresse oxidativo. A disfun¢do mitocondrial se apresenta como uma
das principais caracteristicas do processo de envelhecimento, principalmente em 6rgaos que
requerem uma fonte de alta energia, como coragdo, musculos, cérebro ou figado. O cérebro
¢ particularmente vulneravel ao estresse oxidativo e sofre muitos danos, por causa de seu
alto consumo de oxigénio, baixa concentragdo de defesas antioxidantes e alto teor de acidos

graxos poli-insaturados muito propensos a serem oxidados (CENINI et al., 2019).

A disfungdo mitocondrial € uma caracteristica proeminente das doencas
neurodegenerativas, como Doenca de Parkinson, Mal de Alzheimer e Esclerose Amiotréfica
Lateral. As EROs podem induzir mutacdes no DNA mitocondrial e danificar a cadeia
respiratéria mitocondrial, alterando a permeabilidade da membrana, a homeostase do Ca** e
os sistemas de defesa mitocondrial; todos esses aspectos estdo implicados no
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, que mediam ou amplificam a disfun¢do

neuronal durante o curso da neurodegeneracao (Figura 15) (GUO et al., 2013).
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Figura 15: Diagrama esquematico dos efeitos das EROs nos processos celulares e suas
consequéncias, adaptado de KUDRYAVTSEVA et al., 2016.

Os hidroperoxidos lipidicos sdo formados como produtos primarios principais, mas
sdo substratos para varias enzimas e sofrem varias reagdes secundarias. Substancias reativas
tiobarbitaricas, malonaldialdeido (MDA), isoprostanos e oxisterdis foram propostos como
biomarcadores para avaliar o estresse oxidativo in vivo e suas doengas relacionadas. Cada
método tem suas proprias vantagens e desvantagens. No entanto, geralmente esses niveis
ndo sdo medidos simultaneamente em um tUnico individuo, tornando dificil comparar os
niveis de diferentes produtos de oxidacdo de lipidios como biomarcadores (YOSHIDA et

al., 2013).

A peroxidacao lipidica ¢ um processo no qual os radicais livres, como espécies
reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio, reagem por reagdes radicalares com
as insaturagdes presentes nos lipidios, processo que leva a uma mistura de produtos
complexos contendo produtos oxidados, principalmente aldeidos, como hexanal, 4-hidroxi-

2-nonenal (HNE) e o MDA (Figura 16). O malonaldialdeido ¢ um dialdeido de trés carbonos
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e ¢ conhecido por sua caracteristica mutagénica em humanos, pois pode formar adutos com

proteinas e DNA (PAPASTERGIADIS et al., 2012).
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Figura 16: Etapas do processo de peroxidagdo lipidica, adaptado por OGA, 2003.

- ENSAIO PELO METODO DAS ESPECIES REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

O malonaldialdeido (MDA) ¢ um dos biomarcadores de estresse oxidativo usados
com mais frequéncia para deteccdo de diversos problemas de saude, como cancer, doengas
neurodegenerativas, asma ou doengas cardiovasculares. Estudos mostraram que uma
quantidade consideravel de MDA pode ser potencialmente formada a partir das seguintes
fontes: acidos graxos com menos de trés ligagdes duplas, endoperoxidos envolvidos na
sintese de prostaglandinas e a degradacdo oxidativa dependente de ferro de aminoacidos,
carboidratos, pentoses e hexoses por acao de radicais livres (KHOUBNASABJAFARI et al.,
2015).

O MDA ¢ um aldeido de trés carbonos e baixo peso molecular que pode ser produzido
por diferentes mecanismos. Dahle et al. (1962) postularam um mecanismo de formagdo de
MDA baseado no fato de que apenas os peroxidos que possuiam insaturacdes o ou 3 para o
grupo peroxido poderia ser capazes de softrer ciclizag@o para finalmente formar MDA. Uma
rota de formagdo de MDA ¢ descrita na figura 17. O alvo das espécies reativas ¢ a ligagdo
dupla carbono-carbono dos acidos graxos poliinsaturados (I). Esta dupla ligagao enfraquece
a ligacdo carbono-hidrogénio, permitindo facilmente a abstragdao do hidrogénio por um
radical livre. Em seguida, um radical livre pode abstrair o atomo de hidrogénio e se forma
um radical livre lipidico (II), que sofre oxidac¢ao gerando um radical peroxila (III). O radical

peroxila pode reagir com outros acidos graxos poliinsaturados, abstraindo um elétron e
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produzindo um hidroperoxido lipidico (IV) e outro radical livre lipidico. Este processo pode
ser propagado continuamente em uma reagao em cadeia. O hidroperoxido lipidico € instavel

e sua fragmentacao produz produtos como o malondialdeido (V) e o 4-hidroxi-2-nonenal.

Ha
R—ﬁ:CH:—C —R I. dcidos graxos poliinsaturados
H
R—C—C—C—R I1. radical livre lipidico
H H
R—C_C—E—R I11. radical peroxil lipidico
H H |
o
e
R—C:C—E—R IV.hidroperéxido lipidico
H H |
|
OH
H,
H—ﬁ—c —ﬁ—H V.malonaldialdeido
o O

Figura 17: Etapas esquematicas de formacgdo do malonaldialdeido (MDA) a partir de acidos graxos
insaturados, adaptado de GROTTO et al., 2009.

Nos tltimos anos, 0 MDA tem sido reconhecido como um importante indicador de
peroxidagao lipidica, uma vez que individuos acometidos por diversas doencas tém os niveis
de MDA aumentados, tendo como um exemplo o envolvimento da peroxidagao lipidica no
cancer. O cancer resulta do acimulo de multiplas mutacdes nos principais genes reguladores
do crescimento, resultante da instabilidade do DNA e dos erros de replicacio do DNA que
resultam da exposi¢do a genotoxinas exogenas e espécies reativas de oxigénio. O MDA ¢
um contribuinte potencialmente importante para o dano e mutagao do DNA que ¢ produzido
endogenamente via peroxidacao lipidica. Katerji et al. (2019) sugere que o estresse oxidativo
encontra-se aumentado em tumores cerebrais malignos, com niveis mais elevados de MDA

sérico e tecidual quando comparados a controles saudaveis.
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Apesar de sua especificidade analitica limitada e robustez, o ensaio tem sido
amplamente utilizado como um método para avaliacdo da peroxidagdo lipidica em fluidos
biologicos. O ensaio envolve a reagao de produtos de peroxidagao lipidica, principalmente
0 MDA, com o acido tiobarbitirico (TBA), que leva a formacido de adutos MDA-TBA:2
denominados TBARS. TBARS produz uma cor rosa avermelhada que pode ser medida

espectrofotometricamente a 532 nm (AGUILAR DIAS DE LEON & BORGES, 2020).

O ensaio TBARS ¢ realizado em condigdes acidas (pH = 4) e a 100° C. A rapidez,
facilidade de uso e custo do ensaio de TBARS tornaram-no o método mais comum, apesar
de algumas consideracdes e limitagdes do método, sendo estes principalmente: a) ndo
especificidade da reatividade do TBA com o MDA e produg¢do de MDA nao oriundo da
peroxidacao lipidica; b) possibilidade de reagdao cruzada com outros aldeidos produzidos a
partir da peroxidacao lipidica; c) baixa estabilidade do MDA em amostras biologicas devido
a sua alta tendéncia para reagir com proteinas e aminoacidos (KHOUBNASABJAFARI et
al., 2015).

Embora existam ensaios quimicos relativamente simples para avaliagdo da
capacidade antioxidante, como relatado acima, em sua maioria estes ndo sao representativos
das condig¢oes celulares do homem. A avaliacdo da capacidade antioxidante ¢ importante na
medicina preventiva, sendo necessario que as informacdes sejam obtidas a partir de sistemas
bioldgicos, sendo que o uso de experimentos utilizando animais de laboratério €, em geral,
de dificil execugao e necessita de um nimero elevado de animais para assegurar resultados

estatisticamente significativos (SOARES et al., 2005).

Também por conta da complexidade dos sistemas bioldgicos os ensaios quimicos de
AA estdo cada vez mais sendo substituidos pelos celulares, utilizando-se para isso
microrganismos; que se apresentam mais faceis, rapidos e podem utilizar muitas células com
as mesmas caracteristicas genéticas. Varias razdes tornaram a levedura Saccharomyces
cerevisiae um dos melhores modelos de sistema eucaridtico unicelular para estudos de
estresse oxidativo, pois seu metabolismo ¢ semelhante ao de eucariotos superiores, com
mecanismos proprios de ativacdo metabolica (citocromo Pss0) e de detoxificagdo, que nao

estdo presentes em bactérias (PORPEVIC et al., 2018).

- A LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae COMO MODELO DE ESTUDO
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Saccharomyces cerevisiae ¢ um fungo unicelular, pertencente ao grupo das leveduras
anaerobias facultativas, ou seja, aquelas que obtém energia por meio da respiracio celular
ou pela fermentagdo de hexoses. Este microrganismo ¢ eucaridtico, come grande semelhanca
com células de mamiferos superiores; principalmente no que se referem as macromoléculas,
estruturas, organelas e proteinas humanas, por conseguinte sdo amplamente estudados

(SOARES, 2004).

Esta levedura pode ser facilmente cultivada em meio de cultura simples, possui um
tempo de geragdo pequeno comparado as células animais, e por ter seu genoma
completamente elucidado ¢ possivel a obtengdo de cepas de mutantes através de todas as
técnicas de genética classica e molecular, favorecendo que a S. cerevisiae seja amplamente

utilizada como modelo de estudo eucaridtico (FORSTER et al., 2003).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um organismo usado como modelo para
estudos bioquimicos e genéticos, visto a sua importancia bioldgica no envolvimento de
espécies oxidantes, especialmente os hidroperoxidos. As semelhancas das células de S.
cerevisiae com as células animais, tanto ao nivel de suas organelas quanto também de suas
biomoléculas, pode ser constatada também pelo fato de que aproximadamente 30% dos
genes relacionados a doengas humanas possuem ortdlogos nesta levedura. Além disso, varios
mecanismos observados em células humanas sdo conservados em S. cerevisiae (Figura 18),
como a presenga de mecanismos metabdlicos similares e a existéncia de um processo de
detoxificagdo, o que torna a utilizagdo da levedura como modelo de estudo para tais

processos (KHURANA & LINDQUIST, 2010).
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Figura 18: Processos celulares humanos conservados em S. cerevisiae, relacionados 8 membrana
lipidica, funcionamento das mitocondrias, geracdo dos EROs, proteinas, controle do ciclo celular e
mecanismos de morte celular programada, adaptado de KHURANA & LINDQUIST, 2010.

Especificamente em relagdo a estudos relacionados ao estresse oxidativo as células
de levedura sdo capazes de detectar o aumento de oxidagdo, causado pelas EROs, e
desencadear uma resposta de adaptagao que ativa os dois sistemas de defesa antioxidante:
enzimatico e ndo-enzimatico. A adaptacgao celular causada pelo aumento dos niveis de EROs
consiste na ativagdo de enzimas pré-existentes bem como na indugdo da expressdo de genes
de protegdio que promovem o aumento da tolerdncia celular. E importante ressaltar que o
sistema de defesa celular encontrado em S. cerevisiae contra as EROs ¢ similar ao
apresentado por células humanas (COSTA & MORADAS-FERREIRA, 2001; MAGER &
WINDERICKX, 2005).

Outra caracteristica da levedura que desperta grande interesse na sua utilizagdo como
modelo eucaridtico para estudos € o fato de apresentar duas importantes vias metabdlicas.
Essas vias estdo intrinsecamente ligadas a disponibilidade de nutrientes: quando exposta a

elevadas concentragdes de glicose, seu metabolismo ¢ fermentativo, e parte do seu sistema
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respiratorio € reprimido por um fendmeno denominado repressao catabodlica, que ¢ causada
pela glicose. Por outro lado, quando expostas a fontes de carbono nao fermentaveis, como o
glicerol, por exemplo, passam a apresentar metabolismo respiratorio, € ¢ nessa condi¢cdo que
a expressao das enzimas do sistema antioxidante passa a ser completa, para que possam lidar
com as EROs produzidas no processo de respiragdo. Essa caracteristica ganha importancia
uma vez que, dependendo das condic¢des as quais a S. cerevisiae for exposta, pode-se induzir

ou nao o desenvolvimento de seu sistema antioxidante (MORANO et al., 2012).

Na presenga de concentragdes superiores a 0,2% de agucares fermentaveis ocorre o
metabolismo anaerobico; enquanto abaixo deste valor ocorre a ativagdo das enzimas que
participam da biossintese de moléculas responsaveis pelo funcionamento da mitocondria e
ativagdo de genes necessarios ao metabolismo respiratorio. Esta mudancga de fonte energética
leva a uma alteracdo na sua cinética de crescimento celular, com um crescimento mais lento

(BRAUER et al., 2005).

As leveduras regulam a sintese de antioxidantes de acordo com a sua fase de
crescimento. As fases conhecidas sdo: fase lag, onde as células estio em adaptagdo as
condig¢des de cultivo e estdo se preparando para dividir-se; fase logaritmica ou exponencial,
onde as células se dividem e proliferam-se; fase estacionaria, onde o ntimero de células novas
corresponde as que morrem; fase de morte da cultura, onde o nimero de células mortas ¢
maior do que as que sdo novas. A maioria dos estudos utiliza as culturas de células nas fases
exponencial ou estacionaria (Figura 19). Na fase exponencial a S. cerevisiae utiliza a glicose
como fonte de energia e carbono, onde a maior parte da energia ¢ produzida pela glicolise
ou fermentagdo. Nesta fase, a participagdo da mitocondria ¢ irrelevante, assim como o
consumo de oxigénio ¢ baixo. Desta forma, nesta fase a produgdo de EROs ¢ reduzida e a

atividade de enzimas antioxidantes ¢ baixa (LUSHCHAK, 2010).

Durante a mudanca da fase exponencial para a estaciondria hd um aumento da
utilizacdo de etanol, formado na fase anterior, pela cultura de S. cerevisiae, como fonte de
carbono e energia. Para a oxidagdo completa do etanol ¢ necessario o funcionamento da
mitocondria acentuando a geracdo de EROs, o que cleva a atividade de enzimas
antioxidantes para manter os niveis de EROs dentro dos limites seguros. Portanto, essa
mudanca de fase pode potencializar a geragdo de EROs causando estresse oxidativo

(LUSHCHAK, 2010).
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Figura 19: Etapas da cinética de crescimento de leveduras, de acordo com a fonte energética,
adaptado de HERMAN, 2002.

2.5.4. Atividade Antioxidante de Plantas Medicinais

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populacdo mundial
depende da medicina tradicional para seus cuidados primarios de saude, e a maior parte
dessa terapia envolve o uso de plantas e seus componentes ativos. Uma solugdo para esse
problema ¢ suplementar a dieta com compostos antioxidantes contidos em substancias
naturais de fontes vegetais, com a finalidade de ser utilizado como um tipo de medicamento

preventivo (KNEKT et al., 1996).

A constatacao que a ingestao de antioxidantes sintéticos pode causar genotoxicidade
e carcinogenicidade devido ao consumo prolongado ou concentracdes elevadas gerou a
limitacdao do seu uso em diversos paises, gerando um aumento no interesse na substitui¢ao
de antioxidantes sintéticos por substancias naturais em alimentos, fomentando a pesquisa
sobre fontes vegetais, caracterizacdo de matérias-primas e a identificacdo de novos
compostos antioxidantes. Portanto, o desenvolvimento de antioxidantes mais seguros a
partir de fontes naturais aumentou nos ultimos anos, sendo as plantas a principal fonte de

estudo (CHEN et al., 1992; SUHAI, 2006).
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Especiarias e ervas sempre foram usadas para dar sabor, cor e aroma ha mais de
2000 anos, sendo utilizadas para a preservagdo de alimentos e bebidas, principalmente
devido aos seus fitoquimicos. E conhecido que as especiarias e ervas aromaticas
desempenham um papel importante na dieta humana, pois além de tornar a comida
agradavel e saborosa tém apresentado forte propriedade antioxidante. Estes alimentos sdo
reconhecidos como fontes de antioxidantes naturais, devido aos seus efeitos protetores
frente ao processo de estresse oxidativo, podendo ser usados como um meio para controlar
a oxidagdo lipidica nos alimentos. Varios estudos tém demonstrado que especiarias e ervas
como alecrim, salvia e orégano possuem alta atividade antioxidante, identificando-se
diversos compostos fendlicos em seus extratos, que foram caracterizados como

responsaveis pela acao antioxidante (DORNAS et al., 2007; EMBUSCADO, 2015).

A capacidade antioxidante destes compostos ¢ atribuida ao poder redutor dos
grupamentos contendo hidroxilas fendlicas, capazes de reduzir os radicais livres reativos;
além da formacdo de compostos intermedidrios relativamente estdveis devido a ampla
distribuicdo de carga pelo sistema aromatico. S3o classificados como antioxidantes
primarios, pois retardam ou inibem a etapa de iniciagcdo de formagao dos radicais livres, ou
podem interromper a etapa de propagacao de oxidagao lipidica, diminuindo a formagao de
produtos de decomposicdo volateis, como aldeidos e cetonas, sendo muito eficientes na
prevencao da autoxidagdo. Este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em
extratos de plantas possui um papel importante na redugdo da oxidacao lipidica em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimentacdo humana ndo conserva apenas a
qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de patologias
correlacionadas, como arteriosclerose ¢ o cancer (CHOE et al., 2009; PEREIRA et al.,

2009).

Normalmente, ao considerarmos os compostos fendlicos em alimentos vegetais, os
flavonoides sdo a classe predominantemente descrita representando aproximadamente dois
tercos do total de uma dieta humana. Ervas aromadticas e condimentos que contém
flavonoides sdo usadas ha milhares de anos na medicina oriental, no entanto, ainda sdo
pouco usadas de forma terapéutica na medicina popular do ocidente. Dentre os flavonoides,
as flavonas e os flavonois sdo de origem biossintética muito proxima, e ha diversos estudos
na literatura onde essas substancias apresentam um maior nimero de relatos de atividade
antioxidante. Os flavonois sdo flavonas substituidas na posi¢do C3 por uma hidroxila, sendo

a apigenina e a luteolina livres (agliconas) ou conjugadas (heterosideos) as flavonas mais
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abundantes encontradas nas plantas, enquanto os flavondis mais encontrados em vegetais
sdo kaempferol, quercetina e miricetina (HEIM et al., 2002; SHAHIDI &
AMBIGAIPALAN, 2005).

Os flavonoides podem prevenir lesdes causadas por radicais livres através de
diversos mecanismos (Figura 20), dentre eles a capacidade de eliminar os radicais livres
através da doagdo de atomos de hidrogénio diretamente na molécula; ou ainda de forma
menos especifica, através da quelagdo de cations metélicos de ferro e cobre, removendo
assim um fator que provoca a geragdo do radical hidroxila (PROCHAZKOVA et al., 2011).

OH
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Figura 20: Estrutura da quercetina (ex. de flavonoide) e o mecanismo de sequestro de radicais

livres (estruturas formadas em equilibrio), adaptado de MUKAI & TERAO, 2013.
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Outro mecanismo possivel pelo qual os flavonoides atuam ¢ através da interagdo
com varias enzimas antioxidantes, pois sdo capazes de induzir enzimas desintoxicantes da
fase II (por exemplo, NAD(P)H-quinona oxidoredutase, glutationa transferase, ¢ UDP-
glucuronosil transferase), que sdo as principais enzimas de defesa contra o processo de
estresse oxidativo. Hirano et al. (2001) sugere que os flavonoides podem atuar como
hidrogénio doadores ao radical a-tocoferil, que ¢ um potencial pré-oxidante, pois em
conjunto possuiriam um grande potencial para retardar a oxida¢ao da molécula do LDL.
Alguns outros mecanismos estdo correlacionados a atividade antioxidante dos flavonoides

(Figura 21) (PANCHE et al., 2016; NAGULA et al., 2019).
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Figura 21: Mecanismos de acdo antioxidante dos flavonoides por: a) inibigdo das EROs, b)
imobilizagdo leucocitaria, c¢) inibi¢do de 6xido nitrico, d) inibi¢do da xantina oxidase; adaptado de

NAGULA et al., 2019.

Estudos demonstraram que adicionando folhas de Petroselinum crispum a dieta de
14 pessoas por uma semana causou um aumento significativo dessas enzimas envolvidas
no processo de equilibrio antioxidante homeostatico em comparagdo com seus niveis no
grupo controle. O constituinte que demonstrou ser o principal composto responsavel por
esta atividade foi a apigenina (APG, 5,7,4-trihidroxiflavona), pertencente a subclasse das

flavonas oriunda da hidrdlise da apiina, estando presente em quantidades muito baixas na
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dieta humana. Algumas fontes alimentares importantes de apigenina, conforme
identificadas até o momento, sdo a salsa ¢ o aipo. Um estudo realizado na Finlandia com
11 pessoas (5 mulheres e 6 homens) identificou que uma ingestao diaria média de 10 mg
de flavonoides (quercetina, kaempferol, miricetina, luteolina e apigenina) foi estimada e a

apigenina compreendeu 0,5% do total (FARZAEI et al., 2013).

Efeitos biologicos potenciais da apigenina sdo descritos in vitro e in vivo. Sugere-
se que tenha propriedades anti-inflamatodria, antiproliferativa e antioxidante. A apigenina ¢
descrita como ndo mutagénica e nao toxica e alguns estudos evidenciaram a sua presenca
em amostras de urina apds o consumo de salsa (MEYER et al., 2006). Telange et al., (2017)
relatou que o tratamento com APG altera os niveis de glutationa, superdxido dismutase,
catalase e peroxidase lipidica, respectivamente. Estudo apresentado por Begum et al.,
(2012) descreve que a apigenina exerce propriedade antioxidante via sequestro de radicais
livres, e apresenta efeito protetor contra a peroxidagdo lipidica pelo processo de dano
oxidativo induzido por radiagdo 3 Gy. Esta a¢do antioxidante reduziu os niveis de EROs,
preveniu a morte celular apoptdtica, inibiu os danos ao DNA induzidos por radia¢do e
aumentou o status antioxidante. Além disso, o efeito protetor ndo foi visto quando a
apigenina estava ausente (controle de radiacdo), indicando que a apigenina deve ser

absorvida pelas células para exercer seu efeito protetor.

2.6.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS NO ESTUDO DE FLAVONOIDES
GLICOSILADOS

O principio da cromatografia esta baseado nas diferentes interacdes dos compostos
com a fase movel e a fase estaciondria, sendo essas interagdes baseadas principalmente nas
atracdes moleculares das substancias envolvidas. De acordo com a natureza desta interagao
os modos de separacdo sdo classificados em cromatografia em fase reversa, de fase normal,
de troca i6nica e por exclusdo e a medida que estes compostos vao percorrendo o interior
da coluna essas interacdes vao se desfazendo, ocorrendo deste modo a separacdo das

substancias (SHARMA & MULLANGI, 2013).

Para andlise quantitativa o mais recomendado, segundo Liu et al., (2007), ¢ a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), geralmente utilizada para amostras

farmacéuticas e biologicas. E a técnica cromatografica mais versatil, segura, confiavel e
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rapida, ¢ que tem como finalidade elucidar multiplos compostos em um unico

cromatograma (REKHI et al., 2017).

Um aspecto importante ¢ a possibilidade de acoplamento da CLAE a um método
fisico capaz de realizar com alto rendimento a deteccdo destes compostos quimicos. A
Espectrometria de Massas (EM) ¢ apontada como uma das técnicas analiticas existentes
que apresenta melhor sensibilidade; visto que as medi¢des podem ser realizadas com apenas
alguns microgramas de analito. A aplicagdo dessa técnica em estudos de metabolomica,
protedmica, gendmica, desenvolvimento de novos farmacos, caracterizagdo e identificagao
de substancias e seus metabolitos sdo alguns exemplos. Este acoplamento proporciona
analises com alto grau de seletividade e sensibilidade, sendo primeiramente necessario
converter a amostra liquida, proveniente do CLAE, para ions em fase gasosa para a

detecgdo no analisador de massas (STOBIECKI et al., 2015).

A espectrometria de massas surgiu no inicio do século XX, quando Joseph John
Thompson observou que raios positivos eram desviados de sua trajetoria por campos
elétricos e magnéticos e que o desvio era dependente de sua massa. A partir dessa
descoberta foram necessarios muitos anos de investigagdo cientifica até a técnica se tornar
uma andlise de fundamental importancia em analises aplicadas, sendo utilizada desde

estudos astrondmicos até a medicina (SHARMA, 2013).

Esta técnica ¢ comumente usada em quimica analitica e consiste em um dispositivo
que analisa uma amostra quimica para determinar as relacdes massa-carga (m/z) de seus
constituintes. Na espectrometria de massas um composto ¢ ionizado, sendo os ions
separados com base na razdo m/z, € o nimero de ions que corresponde a cada unidade ¢
registrado na forma de um espectro. A analise por EM fornece a exatiddo de massas e
consequentemente a composicao elementar e o perfil isotdpico de cada composto. O
espectro de massa resultante fornece uma medida da abundéncia de cada particula presente
em sua propor¢do massa/carga para a amostra analisada. Isso geralmente ¢ representado
como um grafico com m/z no eixo x, € no eixo y a abundancia relativa de ions com essa
m/z, também conhecida como intensidade. As informag¢des sobre a estrutura molecular sao

derivadas do perfil de fragmentacdo (GROSS, 2017).

Existem diferentes arranjos instrumentais em EM cada um com suas vantagens e
limitacdes, no entanto, todos apresentam as mesmas unidades construtoras basicas: sistema

de introdug@o de amostra, fonte de ionizagdo, analisador de massas e detector (Figura 22).
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O processo se da inicialmente pela inje¢do da amostra no equipamento, no qual ¢ conduzida
até a fonte de ionizacdo. Na fonte de ions os componentes da amostra sdo convertidos em
ions (positivos ou negativos), sendo imediatamente acelerados através de um campo
magnético em dire¢do ao analisador de massas. A fun¢@o de uma fonte de ionizacdo em um
espectrometro de massas ¢ gerar ions na fase gasosa ou transferir espécies iOnicas em
solugdo para a fase gasosa. Existem diferentes tipos de fontes idnicas com propriedades

distintas aplicaveis praticamente a todos os tipos de analitos (WONG et al., 2018).

Espectrometria de Massas
"‘“ baixa pressdo 10 -10® mbar
Introducdo " Selecio dos fons Contagern de ions ™ Mse B
da Fonte Analisador Detector Fotomstiplicadar
dei (mf2) (m/z) Multiplicador de elétrons
amostra € lons m : Microchannel Plate
R — e T B
HPLC ESI* Quadrupolo B
GC APCI® TOF ioulaca
Bomba MALDI lon trap Manipulagao e
com seringa El FT-ICR —| saida dos dados
cl Setor Magnético
* lonizagao a pressao atmosférica “l"""hl L
Espectro de Massas

Figura 22: Modelo esquematico do espectrometro de massas.

No analisador, os ions sdo separados de acordo com a sua relacao m/z especifica, e,
chegando finalmente ao detector, cada ion gera um sinal proprio; transformando a corrente
de ions em pulsos elétricos, e que posteriormente serdo processados e analisados em forma
de espectro de massas por um software adequado instalado em um computador

(CHIARADIA et al., 2008).

Depois que os ions forem separados no tempo ou no espaco, de acordo com seu m/z,
¢ responsabilidade do detector converter o sinal dos ions num sinal elétrico, gerando o
espectro de massas registrado no computador. Nos instrumentos mais modernos isso ¢ feito
convertendo a energia cinética dos ions incidentes em uma corrente elétrica por colisdo
com uma superficie, gerando informagdes na forma de fragmentos que sdo necessarias para

a identificacdo e caracterizacdo da molécula (HOFFMANN et al., 2007).

Uma vez que todos os compostos fenolicos absorvem na regido do UV
(ultravioleta), o detector universal para este tipo de composto ¢ o detector de arranjo de

diodos (DAD). Este tipo de detecg¢do ndo ¢ destrutivo, o que representa uma vantagem
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quando se pretende utilizar subsequentemente um outro sistema de detec¢do para adquirir
mais informacdo, ou quando se pretende proceder ao isolamento de compostos. A
disponibilidade de detectores de matriz de diodos aumenta a possibilidade de identificagao
dos compostos e permite o registro dos cromatogramas em diferentes comprimentos de
onda. Este detector faculta o espectro de UV de cada composto eluido que, juntamente com
o tempo de retengdo, constituem dois pardmetros importantes para o processo de

identificacao dos compostos (WATERMAN & MOLE., 1994; KUMAR, 2017).

Devido a grande diversidade estrutural que os flavonoides glicosilados podem
apresentar, diversos pesquisadores tém voltado sua pesquisa ao desenvolvimento de
técnicas analiticas que proporcionem uma andlise mais detalhada acerca destes
constituintes vegetais. Assim, a cromatografia liquida e a espectrometria de massas
emergem como ferramentas imprescindiveis no desenvolvimento destas andlises,
principalmente quando visa identificar o nucleo aglicona a ele ligado ou o sequenciamento
dos glicosideos. Durante os processos de analise por espectrometria de massas foi
demonstrada a capacidade dos flavonoides glicosilados de formarem ions regulares
referentes a parte aglicona, bem como de ions referentes a radicais formados da aglicona,
obtidos por uma quebra homolitica por dissociacdo induzida por colisao (CID)

(HVATTUM et al., 2003).

A andlise de flavonoides glicosilados e das agliconas livres geralmente ¢ realizada
em amostras extraidas de material biologico, utilizando-se entdo de métodos de separagdo
aplicados para a caracterizagdo estrutural e para o perfil desses compostos, combinados
com espectrometros de massa, como a utilizagao de sistemas CLAE-EM que fornecem os
ions moleculares e seus fragmentos. Os espectrometros de massa usados nos sistemas
CLAE-EM estao equipados com fontes de ions usando técnicas de ionizagdo suave, que
permitem fragmentacdo sequencial dos ions fornecendo informagdes sobre a estrutura da
parte glicosidica e a aglicona. A ionizagdo por eletropulverizacao (ESI) é mais adequada
para conjugados de flavonoides, mas também a ionizagao quimica por pressao atmosférica

(APCI) tem sido usada (KACHLICKI et al., 2016).

Esta técnica ¢ empregada principalmente para rastrear flavonoides e outros
fenolicos em extratos complexos de plantas e para identificar caracteristicas uteis através
das vias de fragmentagdo. A grande vantagem do uso da técnica para analise de flavonoides

¢ seu potencial para determinar ambas as formas, livre e glicosilada. A melhor

53



caracterizagao de flavonoides glicosilados pode ser alcangada com experimentos utilizando
0 MSh (ou pseudo-MS?) nas amostras de derivados vegetais. Os valores m/z dos ions obtidos
nos espectros permitem tirar conclusdes sobre as massas dos anéis de agucar (hexose,
desoxihexose, pentose ou hexose acida) ligados as agliconas. Flavonoides glicosilados sdo
os principais metabdlitos encontrados no extrato de Petroselinum crispum, podendo ser O-

ou C-glicosilados (WOJAKOWSKA et al., 2013; EPIFANIO et al., 2020).

Etapas adicionais de elucidacdo estrutural de porg¢des de acucar conectadas ao
flavonoide aglicona e a propria aglicona requerem a fragmentago dos ions [M + H] " e [M
- H] - geralmente realizada em espectrometros de massa aplicando o processo CID. Em
geral, o substituinte hexosidico pode ser ligado a aglicona por ligacdes glicosidicas a um
ou mais de seus grupos hidroxila (chamados O-glicosideos) ou diretamente a atomo(s) de

carbono (C-glicosideos) (KACHLICKI et al., 2016).

A fragmentacdo de flavonoides em seus espectros de massa de primeira ordem
fornece detalhes sobre suas estruturas, como por exemplo na fragmentacao das ligacdes O-
glicosidicas entre o flavonoide e os agucares, sendo utilizados para elucidar os residuos de
acucar. O niimero de por¢des de acucar ligadas a uma aglicona pode variar de uma a cinco
unidades, sendo descrita a clivagem com a identifica¢do da perda de hexosideos (162 Da),
desoxi-hexosideos (142 Da) e pentosideos (132 Da). Adutos de sodio e potassio sdao
frequentemente vistos durante a anélise de flavonoides no ESI (modo positivo), sendo estes
formados durante o armazenamento da amostra em forma de solugdao em frasco de vidro,
podendo ser constatados principalmente durante a analise de flavanol-3-O-glicosilado e
isoflavonas. Outros fragmentos importantes pelo método de ESI para a andlise de
flavonoides-O-glicosideos demonstram a perda de dgua (18 Da), CO (28 Da) e C2H20 (42
Da); e a perda combinada de H20 e CO (46 Da) ¢ comumente observada em alguns tipos

de flavonoides que apresentam padrdes de fragmentagdo menores (KUMAR, 2017).

A via de fragmentacdo dos flavonoides-O-glicosilados comeca com a clivagem de
ligacdes glicosidicas e remogao das por¢des de agucares, que envolve a clivagem da porgao

glicosidica através de uma reagao de rearranjo (Figura 23).

54



- glicosil Ho O

OH [¢]

Figura 23: Clivagem da porgao glicosidica em flavonoide-O-glicosilado, adaptado de KUMAR,
2017.

Flavonoides acilados ocorrem principalmente nas porg¢des glicosidicas, podendo
apresentar um ou varios substituintes de acido alifatico (por exemplo acético, maldnico) ou
aromatico (por exemplo benzobico, galico, p-cumarico, fertilico ou hidroxiférulico) podendo
também ser encontrados em uma tUnica molécula de flavonoide-O-glicosilado. Um dos
substituintes acil alifaticos mais comuns dos flavonoides ¢ o acido maldnico, que pode
apresentar, em modo negativo, a fragmentagao da porcao malonil em duas etapas: na
primeira etapa a descarboxilagdo do grupo malonil ¢ observada e o ion [M - CO2 - H] "¢
formado, seguido da perda do restante do residuo acila (na forma de ceteno) (KACHLICKI
etal., 2016).

Dependendo da estrutura, os flavonoides-O-glicosilados podem sofrer colisdo
induzida por clivagem da ligacdo O-glicosidica produzindo ions de agliconas de forma
desprotonada. As fragmentagdes de flavonoides-O-glicoconjugados sdo simbolizadas de

acordo com a nomenclatura introduzida por DOMON & COSTELLO, 1988 (Figura 24).
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Figura 24: Fragmentagao de flavonoides-O-glicosilados, representacdo em kaempferol-7-O-

rutinosideo, adaptado de FERRERES et al., 2004.

Quando a carga esta localizada no fragmento de aglicona os ions sdo rotulados ©!
X4, Y+j e Z+j, em que o indice j denota o niimero da ligacdo interglicosidica clivada (a
ligagdo aglicona-glicosidica ¢ numerada 0) e o sobrescrito k e | indica clivagens dentro dos
anéis de carboidratos. Para fragmentos de carboidratos carregados os ions sdo designados
KIA+;, B+i e Ci, em que o indice i (>1) representa o niimero da ligacdo glicosidica clivada,

contando a partir da extremidade ndo redutora numerada como 1 (FERRERES et al., 2004).

A natureza 1abil da ligacdo O-glicosidica garante a quebra da ligagdo sob condigdes
de baixa energia, levando a perda de residuos neutros de aglicar, como citado anteriormente,
e ao correspondente ion de aglicona Y40 no caso de monoglicosideos; sendo que a quebra
das ligagoes glicosidicas tem como mecanismo de fragmentacao o rearranjo de hidrogénio
do acucar para o oxigénio glicosidico, seguido da clivagem heterolitica da ligagao
glicosidica do hemi-acetal; levando posteriormente a eliminacdo de residuos de mono ou
dissacarideos, sendo observados fragmentos neutros de 162u (glucose), 146u (ramnose),
132u (pentose) ou ainda 176u (acido urdnico). Isto possibilita a determinacdo da sequéncia
dos carboidratos, os quais podem ser calculados pela diferenga de m/z a partir do ion
precursor e dos fragmentos correspondentes a Xi, Yie Zi (CUYCKENS & CLAEYS 2004;
DE OLIVEIRA et al., 2016).

Para flavonoides 3- e 7-O-glicosilados, no modo negativo, ocorre a formagao de
ions radical (Yo — H) * com elevada abundéncia, devido a clivagem homolitica da ligagdo

acucar-aglicona, apresentando-se como um ion muito comum em flavonas e flavondis
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devido a presenca da ligacdo dupla em C2 — C3 no anel C. Para os flavonoides 4'-O-
glicosilados o ion Yo tem sido encontrado como mais intenso. Entretanto, a razao dos ions
(Yo — H) — Yo ¢ varidvel e depende da posicdo de substituintes, como os grupamentos
hidroxila, acetila e os glicosideos presentes no esqueleto da aglicona, bem como do padrao

de hidroxilag¢ao do anel B e a posi¢do dos residuos glicosidicos (HVATTUM et al., 2003).

Flavonoides O-diglicosideos, quando um dissacarideo estd ligado a aglicona,
apresentam fragmentos Y=+1 e Y=o, com energias de colisdo mais altas favorecendo a
formag¢ao do ion aglicona Yo, os quais sdo formados a partir da reagdo de rearranjo das
ligagdes interglicosidicas. Em baixa energia de fragmentacao flavonoides O-glicosideos
sofrem clivagem heterolitica entre as ligagdes O—C do hemi-acetal, gerando ions Yi;
enquanto que em maiores energias podem ocorrer clivagens intra-glicosidicas, gerando os

fragmentos “'Xj (ABAD-GARCIA et al., 2012; WANG et al., 2017).

Os flavonoides-C-glicosideos podem ser facilmente distinguidos dos O-glicosideos
com base no padrao de fragmentagao. Como as ligagdes glicosidicas C-C sao mais estaveis,
elas ndo sdo clivadas durante a dissocia¢do induzida por colisdo (CID) e a fragmentagao
desses compostos produz uma série de fragmentos resultantes da quebra dessas ligagdes
dentro da metade do acucar. A propor¢ao dos diferentes fragmentos criados desta forma
pode variar dependendo do tamanho do agucar, da energia de colisdo e da carga do ion

estudado (COURTS & WILLIAMSON, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
Determinar o perfil de flavonoidico de P. crispum var. crispum e avaliar a sua atividade
antioxidante, in vitro e in vivo, contribuindo na busca de alternativa terapéutica como

potencial agente antioxidante natural.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v" Obter o extrato aquoso de folhas de Petroselinum crispum var. crispum, ¢ realizar o
isolamento dos flavonoides majoritdrio por precipitacdo espontanea do decocto e
minoritario presentes, através do processo de hidrolise acida;

v’ Estabelecer um perfil quimico de flavonoides do extrato aquoso de P. crispum var.
crispum, com base na analise por CLAE/DAD/EM por comparagao com o0s espectros
de massas de padrdes de flavonoides e dados da literatura;

v" Identificag¢do quantitativa da presen¢a de fendlicos e flavonoides totais no extrato
aquoso de P. crispum var. crispum, por meio de ensaios quimicos acompanhados por
uv;

v' Avaliar o efeito antioxidante in vitro do extrato de Petroselinum crispum var. crispum
por ensaios de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power);

v' Avaliar a toxicidade e o efeito antioxidante in vivo do extrato de Petroselinum
crispum var. crispum € dos compostos isolados (apiina e apigenina) utilizando como

modelo de sistema biologico a levedura S Saccharomyces cerevisiae.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Produtos quimicos e reagentes

Solventes para andlises de LC-MS (metanol, acetonitrila, formica 4cido e agua
ultrapura) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Poznan, Polonia). O reagente Folin-Ciocalteau,
2,4,6-tris (2-piridil)-S-triazina (TPTZ), Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e cloreto férrico foram obtidos da Sigma-Aldrich (Brasil).
Os itens para preparo dos meios de cultura (extrato de levedura, glicose, peptona e agar)
foram adquiridos da Difco (EUA), enquanto o peroxido de hidrogénio e dimetilsulfoxido

(DMSO) da Sigma-Aldrich (Brasil).
4.2.PREPARO DO EXTRATO AQUOSO E ISOLAMENTO DA APIINA

Petroselinum crispum var crispum, de cultivo organico, foi obtido no Brasil, Rio de
Janeiro: municipio de Volta Redonda - Fazenda Frutifique, lote 0316. As folhas frescas
(100 g) de P. crispum crespas foram lavadas com agua destilada e trituradas em um
liquidificador de uso doméstico. Para a obtengdo dos extratos por decocg¢do aquosa 10%
p/v foram pesados a droga vegetal, transferido para um béquer com o respectivo solvente
extrator (agua destilada), e levado ao aquecimento por 10 minutos, com temperatura
controlada (80-90°C). O extrato foi filtrado para retirar os residuos vegetais, sendo os
extratos feitos em triplicata, dividindo o decocto em duas porg¢des: parte do decocto foi
congelado a -20°C e liofilizado para obteng¢ao do extrato bruto de P. crispum var. crispum
(PC - 2,5 g), que sera utilizado posteriormente para as analises in vitro e in vivo. Uma
segunda por¢do do decocto foi submetido a precipitagdo espontanea a temperatura ambiente
produzindo um sélido que foi separado por centrifugagao proporcionando um solido branco

que foi caracterizado como apiina (0,5 g), sendo utilizado na proxima etapa.

4.3. HIDROLISE ACIDA DA APIINA (OBTENCAO DA APIGENINA)

Os glicosideos sao normalmente hidrolisados e as agliconas resultantes podem ser
identificadas e quantificadas por diferentes métodos, sendo um dos mais utilizados para
flavonoides a realizac¢do da hidrdlise 4cida de vegetais, segundo publicado por Hertog et al.

(1992) e reproduzido neste estudo. Com o objetivo de obtengdo da apigenina foi realizada
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uma hidrolise &cida da apiina (componente majoritario), onde foram adicionados 40 mL de
metanol aquoso a 62,5% a 0,500 g de material da amostra liofilizado. A este extrato foram
adicionados 10 mL de HC1 6 M e misturados cuidadosamente, seguido de refluxo na
temperatura de 85 °C e tempo de 120 min com agitacdo regular. A amostra hidrolisada foi
resfriada a temperatura ambiente, e 100 mL de metanol adicionado seguido de sonicagdo
por 5 minutos, seguida de filtragdo obtendo-se um so6lido amarelado, posteriormente

identificado por métodos cromatograficos.

44. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRAEFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Esta etapa foi realizada em parceria com o grupo chefiado pelo Dr. Piotr Kachlicki

do Instituto de Genética de Plantas, Academia Polonesa de Ciéncias — Poznan, Poldnia.

A obtencao dos dados de fenolicos e glicosideos flavonoidicos presentes no extrato
foi realizada em sistema CLAE-DAD-EM consistindo em um instrumento Agilent 1100
HPLC com um detector de fotodiodo PDA (Palo Alto, CA, EUA) e espectrometro de massa
Esquire 3000 ion trap (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com uma coluna X Bridge
Cis (150 mm A ~ 2,1 mm , 3,5 um de tamanho de particula), e os espectros de EM foram
registrados nos modos de ions negativos e positivos. O volume de inje¢do foide 10 uL e a
eluicdo foi conduzida com agua contendo 0,1% de 4cido formico (solvente A) e acetonitrila
(solvente B) a uma taxa de fluxo de 200 L.min '. O gradiente de elui¢do foi iniciado em
8% de B e linearmente alterado para 10% de B em 10 min, depois para 25% de B em 30
min e para 98% de B ao longo de 10 min; seguido pelo retorno as condigdes estaciondrias,
onde a coluna foi reequilibrada por 10 min. Os pardmetros de EM mais importantes foram:
a voltagem ESI da fonte de ions de —4 kV ou 4 kV; nebulizagdo com nitrogénio a uma
pressdo de 30 psi e uma taxa de fluxo de gas de 9 L.min™'; temperatura da fonte de ions em
310 °C, skimmer 1: =10 V. Os espectros foram digitalizados na faixa de 50-3000 m/z. Os
espectros de EM (até EM’) e EM/EM foram registrados nos modos de ions negativos e
positivos usando uma abordagem publicada anteriormente (OZAROWSKI et al., 2018). Os
compostos individuais foram identificados por tentativa de comparagdao com espectros de
massa de fragmentacdo e tempos de retencao aos dos compostos padrdo, bancos de dados
disponiveis online (PubChem, ChEBI, Metlin e KNApSAck), dados da literatura e

resultados anteriores obtidos neste laboratorio.
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4.5. QUANTIFICACAO DE FENOLICOS TOTAIS

O contetdo fenolico total para o extrato de salsa (PC) foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau adaptado (DENG et al., 2013; TLILI, et al., 2011), e a curva padrao foi
preparada usando uma solu¢do de acido galico em cinco concentragdes diferentes (0, 2, 5,
10, 20, 30 pg.mL™"). A essas dilui¢des, foram adicionados 5,0 mL de 4gua e 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteau diluidos (1:10 em 4gua destilada). Aliquota (0,5 mL) da
amostra diluida de PC em soluc¢do metanoélica (1,0 mg.mL™") foi transferida para um baldo
ambar com tampa e 5,0 mL de dgua e 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10 em
agua) foram adicionados. Agitou-se esta mistura durante 10 segundos e deixou-se repousar
durante 5 minutos. Foi adicionada uma aliquota (2,0 mL) de solucdo aquosa de carbonato de
sodio a 4% e a mistura foi deixada repousar por 2 h, sendo posteriormente a densidade dptica
medida a 765 nm contra um branco. O contetido fenoélico total foi calculado com base na
curva de calibragdo do &cido gélico e expresso em equivalentes de acido galico (GAE), em

miligramas por g de extrato seco.

4.6. QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor total de flavonoides no extrato de salsa (PC) foi determinado pelo método
colorimétrico de cloreto de aluminio descrito por Quettier-Deleu et al. (2000). Com aliquotas
de 0,5 mL, em triplicata da amostra diluida de PC em solucdo metandlica (1,0 mg.mL™),
foram adicionadas a um volume igual de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 5%
(AICl3). Depois de repousar durante 15 minutos a densidade oOtica foi lida no
espectrofotometro a 420 nm. O conteudo total de flavonoides foi determinado usando uma
curva padrio de quercetina nas concentra¢des de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg.mL!. As
amostras foram analisadas independentemente em triplicata ¢ o conteudo total de

flavonoides foi expresso como mg de equivalente de quercetina por g de extrato seco.

4.7. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE in vitro
4.7.1. Método DPPH

A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) da amostra serd avaliada pelo

ensaio de radicais livres de DPPH, tendo sido este método desenvolvido por Ruffino et al.
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(2007). Um total de 100 mL de solu¢io metanélica de DPPH (= 0,06 mmol.L™!) foi preparada
diariamente, mantida no escuro a temperatura ambiente quando nao utilizada. A mistura de
reagao consiste em adicionar 0,1 mL de amostra ¢ 3,9 mL de solu¢ao de radical DPPH 0,06
mM em metanol. As alteragcdes na cor (do violeta profundo ao amarelo claro) serdo
visualizadas por método espectrofotométrico, a 515 nm apods estabilizagdo da absorbancia.
O valor da atividade de eliminagdo (ECso) expressa a quantidade de extrato necessaria para
diminuir a absorbancia do DPPH em 50%. O valor pode ser determinado graficamente,
plotando a absorbancia contra a concentracdo de extrato usada ou calculada usando a

inclinacdo da regressdo linear.
4.7.2. Método FRAP

A capacidade de reduzir os ions férricos, avaliando a capacidade antioxidante da
amostra, foi medida utilizando o método descrito por Benzie & Strain (1996). O reagente
FRAP foi preparado a partir de tampao acetato (acetato de sodio 300 mM, pH 3,6), solucao
TPTZ (TPTZ 10 mM em HC1 40 mM) e solu¢do FeCls (20 mM) na propor¢do 10:1:1 (v:v:v).
O reagente FRAP (3,0 mL) foi adicionado a 100 uL da amostra em um tubo de ensaio e
incubado em banho-maria a 37 °C por trinta minutos. A cor da solu¢do mudou para azul
escuro ¢ sua absorbancia foi medida usando um espectrofotometro a 593 nm. Foram
utilizadas solugdes de concentragdes conhecidas de Fe(Il) (FeSO4-7H20) de (0-2 mM) para

a montagem da curva de calibracao.

4.8. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vivo
4.8.1. Cultivo Celular

A cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae usada neste estudo ¢ a BY4741
(gendtipo definido como MATa; his341; leu2A0; metl15A0; ura340), obtida do grupo
EUROSCAREF, Frankfurt, Alemanha. O meio de cultura sélido empregado foi YPD 2% (1%
de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona e 2% de agar) em condigdes
apropriadas. Em todos os experimentos células de um repique fresco foram transferidas para
um meio de cultura liquido (inéculo) YPD contendo 1% de extrato de levedura, 2% de
glicose e 2% de peptona, sendo levado ao agitador orbital (28 °C/160 rpm) por um periodo

de 22 horas, respeitando a razdo de 5/1 entre volume de ar e de meio dentro do erlenmeyer.
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As células foram recolhidas apds o tempo estipulado, encontrando-se na primeira
fase de crescimento, chamada exponencial, cuja concentracao das células necessariamente
deve variar entre 0,8 a 1,2 mg de peso seco/mL. A partir deste momento, obtendo-se as

células com crescimento desejado, procedeu aos testes subsequentes.
4.8.2. Ensaio de Toxicidade Celular do Extrato de Salsa e da Apiina

As células de leveduras retiradas do meio de cultura (20 mg) coletadas apds o
crescimento, ainda na fase exponencial (ODsoo = 0.8 mg massa seca/mL), foram diretamente
expostas ao extrato de salsa (0,113 mg.mL™" e 0,226 mg.mL™") por 1 hora. Decorrido este
tempo, recolheu-se um volume correspondente a 0,4 mg de células; onde, apos diluigdes de
1.000 partes usando tampao fosfato de sédio 50 mM com pH 6,0, o plaqueamento foi
realizado em triplicata em meio so6lido YPD 2%, conforme Figura 25. As placas foram
incubadas a 28 °C em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) por 72 horas e as
coldnias foram contadas, sendo a tolerancia a toxicidade gerada pela amostra expressa em
porcentagem de sobrevivéncia. A toxicidade da apiina foi realizada de modo semelhante nas

concentragdes de 0,01 mM, 0,1 mM e 1,0 mM nos tempos de exposi¢do de 1, 2, e 24 h.

40 pg de célula

Figura 25: Diluigdes seriadas para posterior plaqueamento.

4.8.3. Avaliacdo da Atividade Antioxidante por Viabilidade Celular

Para este ensaio, uma suspensio celular (1,0 mg.mL") foi incubada.com o extrato de
salsa (0,113 mg.mL"! € 0,226 mg.mL™") por 60 minutos a 28 °C e 160 rpm, por centrifugacio
os pellets foram recolhidos, lavados duas vezes utilizando tampao fosfato 50 mM, pH 6,0 e
ressuspensos utilizando o mesmo tampao, sendo incubados com perdxido de hidrogénio (1,0

mM) por 1 hora. O mesmo procedimento foi realizado com apiina (0,1 mM) ou peréxido de
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hidrogénio (0.5 mM e 1,0 mM), e depois ressuspensos em 20 mL do mesmo tampao fosfato
contendo perdxido de hidrogénio (0,5 mM e 1,0 mM) ou apiina (0,1 mM), respectivamente.
As células expostas a apigenina (0,1 mM) e previamente expostas ao perdxido de hidrogénio
(0,5 mM e 1,0 mM) também foram avaliadas. As solu¢des estoques de apiina e apigenina
foram preparadas em dimetilsulfoxido a 50% e a concentragdo final de DMSO em contato
com as células foi inferior a 3% devido a sua alta toxicidade em S. cerevisiae (SADOWSKA-
BARTOSZ, et al., 2013). Os ensaios foram realizados com um grupo controle, que ndo foi
exposto a nenhum agente; células sob estresse oxidativo expostas ao peroxido de hidrogénio;
e células incubadas com extrato de salsa antes do estresse oxidativo e solugdes de
flavonoides antes e apos o estresse oxidativo (Figura 26). Apos os tratamentos, a viabilidade
celular foi determinada plaqueando-se em triplicata em meio YPD solidificado apds diluicao
adequada em tampao fosfato (50 mM, pH 6,0) e a viabilidade foi expressa como

porcentagem (extrato de salsa) ou unidades formadoras de colonia (UFC) (apiina e

apigenina).
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Controle ndo estressado ConHtZr%IZe ﬁi;\r“eﬁs’?do I

28°/160rpm/ 1 h
g § |
. . Centrifugagéo
Ensaios Ensaios
I

Lavagem 2x tamp&o
fosfato
I
Ressuspensdo meio de
origem

Ensaios

f

A 4

Figura 26: Esquema do tratamento inicial das células: (1) células + extrato de salsa + peroxido de
hidrogénio ;(2) células + apiina 0.1mM + peroxido de hidrogénio; (3) células + peroxido de
hidrogénio + apiina 0,1mM; (4) células + apigenina 0,1mM —+perdxido de hidrogénio; (5) células +
peroxido de hidrogénio + apigenina 0,1mM.
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4.8.4. Avaliacdo da Atividade Antioxidante por Peroxidac¢do Lipidica

Para avaliar a peroxidacdo lipidica, 50 mg (peso seco) de células de S. cerevisiae na
fase exponencial de crescimento, pré-tratadas ou nao com apiina (0,01 mM e 0,1 mM),
apigenina (0,01 mM e 0,1 mM), ambos flavonoides (0,1 mM cada) ou o extrato de salsa,
foram submetidas estresse oxidativo (1,0 mM de H203); por centrifugagdo vigorosa e lavado
duas vezes com tampao fosfato (50 mM, pH 6,0) obteve-se um precipitado celular para
prosseguimento do ensaio. Os pellets foram ressuspensos em 500 pL. do mesmo tampao com
acido tricloroacético (TCA 10%) e, em seguida, foram adicionados 1,5 g de pérolas de vidro.
As amostras foram lisadas por 6 ciclos de agitagao de 20 s em um misturador de tubos
conhecido como vortex, seguidos por 20 s em gelo. Os extratos foram utilizados para a
detec¢do de peroxidagdo lipidica (método TBARS) (Figura 27) (STEELS et al., 1994). A
peroxidacdo lipidica foi medida como pmol de MDA por miligrama de células

(malonaldialdeido)/mg.
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‘ 6 ciclos gelo-vortex 20s
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!.- .
| Extrato celular |
| Método TBARS

Banho-maria 100°C, 15min

Figura 27: Ensaio de peroxidagao lipidica pelo método TBARS

4.8.5. Testes Estatisticos

Realizou-se no minimo trés experimentos independentes para cada tipo de analise,

utilizando-se o teste ANOVA como ferramenta estatistica para validagcao dos resultados em
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grupo e o pos-teste de Tukey para a comparagdo entre os valores individuais, com p < 0,05

em todos os resultados avaliados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PREPARACAO DO EXTRATO, ISOLAMENTO DA APIINA E HIDROLISE PARA

OBTENCAO DA APIGENINA

Neste trabalho optou-se por realizar os extratos com as plantas na forma como so
utilizadas na alimentagdo, ou seja, utilizando a planta fresca, visto que alguns processos
enzimaticos e quimicos podem ocorrer durante a secagem podendo levar a oxidagdes e,
outras alteracdes significativas da composi¢do fitoquimica das plantas em analise. Deste
modo, a avaliagdo das plantas aromaticas frescas, ao invés de secas, permite uma
determinagdo mais real da sua aplicabilidade como alimento de elevada qualidade, com

beneficios para a satde humana (CAPECKA et al., 2005).

A andlise foi realizada com amostra homogénea de 100 g de salsa fresca
(Petroselinum crispum var. crispum) oriundas de uma Unica fonte, tendo sido coletada no
més de agosto de 2018, 60 dias apos o seu plantio. Apos a extragdo por decoc¢do em meio
aquoso, o rendimento dos extratos aquosos foi de 25,3% (p/p). Os extratos foram filtrados
com auxilio de um papel de filtro e obtendo -se uma massa gelatinosa espessa que apds

secagem, este solido foi caracterizado como apiina, com rendimento de 0,5% (p/p).

Os flavonoides constituem uma familia de moléculas diversas que consistem em dois
anéis aromaticos, que estdo conectados por um anel pirano, sendo os flavonoéis glicosilados
predominantemente em frutas e verduras. A determinag¢do quantitativa de flavonoides
glicosidicos individuais ¢ dificil porque ndo estao disponiveis para aquisi¢do comercial os
padrdes para a maioria destes compostos, além do alto custo para sua aquisi¢@o. O processo
de hidrolise dos glicosilados ¢ uma técnica muito utilizada para liberar as agliconas, sendo
um método pratico. Neste estudo, utilizamos a aglicona, apigenina e o glicosilado majoritario
apiina obtidas no processo de hidrdlise e no processo de extragdo, respectivamente, como

padrdo nos ensaios da atividade antioxidante invitro e invivo.

Dependendo do tipo de agucar ligado ao flavonoide, muitos parametros podem
influenciar na eficiéncia da hidrdlise como a composi¢do de solventes, tempo de extracao,
concentragdo do acido empregado, temperatura de extragao entre outros, podendo ocorrer
degradagao ou mesmo hidrélise incompleta do glicosideo. Hertog et al. (1998) definiram em

seu estudo o uso do acido cloridrico para hidrélise dos flavonodides, bem como maior
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eficiéncia da extrag¢@o dos flavondides com solucdo aquosa a 50% de metanol. Para otimizar
as condicdes de hidrdlise e extragdo dos flavonoides o emprego de procedimento estatistico

se faz necessario, pois leva em consideragdo as interagdes destes fatores.

Posteriormente o solido obtido foi submetido ao processo de hidrolise completa dos
glicosideos flavonidicos (apiina convertida em apigenina), sendo alcancado por refluxo a
80° C, obtendo-se uma quantidade de apigenina na mistura, devido a sua formagao a partir
de seus glicosideos. Com base nos primeiros resultados, foi realizada um segundo
experimento na qual as eficacias da hidrdlise foram testadas com HCI 1,2 M a 80 ou 35°C,
com diferentes tempos reacionais, foram comparadas usando padrdes puros selecionados (20
mg.mL ") separadamente, de modo semelhante a pratica relatada por Nuutila, et al. (2002).
A hidrélise por 16 h a 35 °C ndo foi eficiente o suficiente para gerar agliconas a partir de
glicosideos (apigenina), mas a hidrolise por 2 h a 80 °C com HCI 1,2 M gerou agliconas a
partir de glicosideos, que nao eram mais detectaveis apos a hidrdlise por 2 h. Algumas
mudangas neste processo foram realizadas, com o aumento de tempo reacional e/ou o
aumento da temperatura, sendo todas as reagdes acompanhadas por cromatografia em
camada fina. Em todos os tempos reacionais (60, 90, 120, 150 e 180 minutos) com a
temperatura de 90 °C, a mistura reacional demonstrou degradacdo do material de partida e
nao formagao da apigenina, embora seja descrito que os flavonoides glicosilados apresentem
resisténcia a hidrolise acida. A reacdo deste ultimo processo obteve o maior rendimento
(75,1%) de aglicona livre (apigenina), com 90% de pureza, tendo sido a hidrolise do
flavonoide acompanhada por cromatografia em camada fina, utilizando-se padrdes da
aglicona e do flavonoide glicosilado e a solugdo reacional, em diferentes periodos. A
aglicona obtida pode ser facilmente determinada por HPLC. O método ¢ simples, confidvel
e econdmico, sendo a aglicona isolada em coluna Cis de fase reversa na condic¢ao de elui¢ao
isocratica,) foi o flavonoide encontrado no extrato sem a introdugdo de acido cloridrico. O
espectro de absorc¢ao obtido por UV indicou que o composto exibiu a absor¢ado caracteristica
de flavonoides, que mostra duas bandas de absor¢dao em 300-380 e 240-280 nm (MERKEN
& BEECHER, 2000). Apoés a hidrolise, esses picos de cromatografia diminuiram
significativamente. Assim, ¢ razoavel especular que esses picos sdao os compostos de

glicosideos flavonoides, que se transformou em agliconas na solucao 4acida.

Varios dados publicados, com base na literatura disponivel com diferentes vegetais
e outros alimentos ricos em flavonoides demonstra que ndo ha um tnico método adequado

para hidrélise de material vegetal. O método de escolha é sempre um compromisso entre a
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producao eficiente de agliconas da planta material e degradacao de agliconas, visto que cada
planta contém diferentes compostos fendlicos e flavonoides, resultando em suscetibilidade
variavel a degradacao. No entanto, o método ainda ¢ uma forma eficiente para obtengao de
agliconas, sendo ndo adequado para obter dados quantitativos devido a possibilidade de
degradacdo de agliconas. Os métodos de hidrolise sempre foram utilizados para a analise e
elucidagdo estrutural de glicosideos de ocorréncia natural. Harbone et al. (1965), apontou a
possibilidade de se distinguir O-glicosideos de C-glicosideos com a variagcdo das condi¢des
reacionais aplicadas para a hidrolise completa; sendo os flavonoides O-glicosilados mais
resistentes a hidrolise acida (ex.: 7-O-glicosideos), € o tempo necessario para a reacao
completa varia entre 5 minutos a 3 horas. A elucidacdo estrutural cldssica se inicia com a
hidrolise acida gerando como produtos uma aglicona e residuos sacarideos que sao
analisados separadamente, portanto ¢ importante o acompanhamento do processo visto que
em grande parte das vezes a hidrélise acida, pode gerar artefatos derivados de agliconas

acido-labeis e dos residuos sacarideos.

As espécies Petroselinum crispum (salsa) e Apium graveolens (aipo), ambos da
familia Apiaceae, apresentam atividade antioxidante relacionada ao conteudo de
componentes fenolicos presentes nessas amostras. Luthria et al. (2006), relataram o
isolamento de apigenina e outros compostos fenolicos através de diferentes técnicas
aplicadas a P. crispum. Esses autores relataram que a apigenina ¢ o componente minoritario
nesta espécie em comparagdo com a apiina, um diglicosilado flavono6ide encontrado como
o principal componente. A apiina pode ser isolada da salsa através de diferentes técnicas
de extracdao, usando metanol, etanol ou acetona como solvente ¢ é encontrado como o

principal componente da espécie em comparagdo com apigenina.

5.2. IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS (FLAVONOIDES GLICOSILADOS)
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLAE-DAD-EM)

A caracterizagdo dos compostos presentes no extrato aquoso do P. crispum var
crispum foi realizada pela andlise dos ions precursores e seus fragmentos em ambos os
modos negativo (ESI) e positivo (ESI'). As agliconas identificadas foram flavonas,
flavonais, di-hidroflavona, além de seus glicosideos correspondentes. Os compostos foram

confirmados por comparacao com as bases de dados online, € em revisdes da literatura. A
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analise de massas com a fragmentacdao de ions selecionados permite a identificacdo de
fragmentos caracteristicos das estruturas dos flavonoides glicosilados fazendo a elucidagao
de tipo de anel de agucar presente na molécula e sua posi¢do, podendo sofrer colisao
induzida por clivagem da ligagdo O-glicosidica produzindo fragmento de aglicona
desprotonada. A estrutura quimica dos flavonoides possuem caracteristicas que através dos
espectros de absor¢do na regido UV, podem ser determinados pela presenga do nicleo de
benzopirona, com a presenca de dois picos de absor¢do. As flavonas apresentam absorcao
maxima na faixa de 335-350 nm e flavonois entre 360-380 nm.

As partes aéreas de Petroselinum crispum sdo ricas em flavonoides como a
apigenina, apigenina-7-O-glucosideo (cosmoseina ou apigetrina), apigenina-7-O-apiosil-
(1-2)-O-glucosideo (apiina), 6"-acetilapiina, diosmetina 7-O-B-D-glucopiranosideo e
canferol 3-O-B-D-glucopiranosideo. A apiina ¢ o flavonoide mais abundante na salsa,
enquanto a apigenina ¢ o componente minoritario, conforme relatado anteriormente na

literatura (CHAVES et al., 2011; ANCUCEANU et al., 2018)

No nosso trabalho diferentes agliconas (Ag) foram encontradas no extrato aquoso
das folhas do P. crispum var crispum com valores referentes de ions em m/z 269
(apigenina), m/z 285 (luteolina), m/z 299 (crisoeriol), m/z 301 (quercetina) e m/z 315
(isorhamnetina), conforme apresentado na Figura 28, sendo constatado em nosso estudo o
que ja ¢ relatado em diversos artigos, que ha uma maior predominancia de flavonas e
flavonois na amostra (HEMPEL et al., 1999; HAIDARI et al., 2011; PAPUC et al., 2016).
A presenga de O-glicosideo foi confirmada pela perda de 162u. (hexose), 146u.
(desoxihexose) e 132 amu (pentose). Os compostos 14, 16, 20 ¢ 26 foram identificados
como derivados de apiosil-glucosideo identificados pela diferenca de massa entre os
fragmentos precursores e o ion molecular referente a aglicona, confirmada pela perda de
294 amu (pentose+hexose). Outros fragmentos foram encontrados, como o grupo malonil

(~OCCH2—-COOH) em 86u. (presentes nos compostos 6, 7, 16, 18-25 e 27).
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Figura 28: Estrutura quimica das agliconas, ac¢tcares (apiosilglicosideo ¢ ramnose) e residuo de
malonil identificados no extrato aquoso de P. crispum var. crispum

Muitos ensaios espectrofotométricos t€m sido utilizados para quantificar diferentes
classes de compostos fenolicos, como antocianinas, flavonoides e taninos (condensados ou
hidroliséveis). Técnicas cromatograficas combinadas com diferentes métodos de detec¢ao
sdo preferencialmente utilizados para identificar e quantificar individualmente compostos
fenolicos em plantas aromaticas. A CLAE ¢ considerada ser uma técnica confiavel e
simples para a analise do controle de qualidade de compostos fendlicos em alimentos e em

plantas aromaticas.

Este estudo levou a identificagdo de 27 compostos, tendo sido identificados como
flavonoides glicosilados, sendo 7 destes compostos ainda ndo tendo sido relatado na

literatura, conforme apresentado na Tabela 2.
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N° Rt (min) Nome do Composto Fragmentos m/z ESI (+/-) Referéncia
1 19,0 Quercetina dihexosideo 625, 463, 301 - Abu-Reidah, et al.,2018
2 20,4 Isorramnetina dihexosideo 639, 4717, 315 - Barros, et al., 2012
3 20,7 Luteolina diglucosideo 609, 447, 285 - El-Zaeddi, et al., 2017
4 21,3 Apigenina-6,8-di-C-glucosideo 593,473,353 - Benayad, et al., 2014
] o ) 725, 681,477,315 -
5 24,6 Isorramnetina 3-O-(6-O-malonildiglucosideo) n.e.
727, 565,479, 317 +
811, 563, 315 -
6 26,7 Isorramnetina-dimalonil-diglucosideo n.e.
813, 565,479, 317 +
7 28,1 Kaempferol-O-pentosil-hexosideo 579, 447, 285 - Zengin, et al., 2019
8 28,9 Isorramnetina-O-pentosil-hexosideo 609, 477, 315 - Zengin, et al., 2019
9 29,5 Luteolina-7-O-apiosil-glucosideo 579, 285 - Lin, et al., 2007
10 29,9 Quercetina-O-pentosil-hexosideo 595, 433, 301 - Zengin, et al., 2019
11 30,2 Quercetina-3-O-galactosideo 463, 301 - Parejo, et al., 2004
593, 461, 299, 285 -
12 30,3 Crisoeriol pentosil-hexosideo n.e.
595, 463, 301, 287 +
13 30,7 Apigenina-7-O-apiosil-glucosideo (Apiina) 563, 269 - Lin, et al., 2007
14 31,4 Crisoeriol-7-O-glucosideo 461, 299, 285 - Lin, et al., 2007
15 31,4 Apigenina-7-O-glucosideo 433,271 - Chaves et al. (2011).
665, 621, 489, 285 -
16 31,4 Luteolina-7-O-malonil-apiosilglucosideo Lin, et al., 2007
667, 535, 449, 287 +
17 31,6 Apigenina-8-C-hexosideo-7(5)-O-pentosideo 563, 431, 311, 269 - Barros, et al., 2012
18 32,0 Isorramnetina-3-O-glucosideo 479,317 - Wang, et al., 2019
19 32,3 Quercetina-O-malonilhexosideo 549, 505, 301 -
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20

21

22
23
24
25
26
27

32,3

32,8

33,7
33,1
36,4
36,7
37,0
37,8

Isorramnetin-malonilapiosilglucosideo
Crisoeriol-7-O-malonilapiosilglucoside B

Crisoeriol-7-O-6"-malonilapiosilglucosideo
6-malonilapiina
Crisoeriol-[malonilglucosideo]-[malonilapiosideo]
Apigenina-[malonilglucosideo]-[malonilapiosideo]
Apigenina-6"-acetilapiina

Apigenina-[glucosideo-dimalonil]-apiosideo

551, 303
695, 651, 315
679, 635, 593, 575, 299
681, 519, 463, 301, 286
679, 593, 299
651, 519, 433, 271
767, 681, 549, 463, 301
737, 651, 519, 271
607, 475, 271
737, 605, 519, 271

Zengin, et al., 2019

n.e.

Lin, et al., 2007

Lin, et al., 2007
Li, et al., 2019
n.e.
n.e.
Yoshikawa et al., 2000

n.e.

Tabela 2: Metabolitos secundarios identificados em folhas de Petroselinum crispum var crispum por CLAE-DAD-EM
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No presente trabalho, a identificagdo dos flavonoides foi enfatizada mediante
avaliacdo das transi¢des principais do ion precursor e os produtos de fragmentagdo. Pela
analise quimica das massas dos principais fragmentos gerados ¢ possivel observar que no
caso do composto 1 (tr 19,0 min), apresentou como molécula desprotonada 624,8 [M-H]
e fragmentos em 462,7 e 300,6; indicando a perda de duas unidades de glicose em cada
um dos fragmentos [M-H-162-162]", sendo essa fragmentagao similar a obtida por Abu
Reidah et al. (2018), identificando como quercetina dihexosideo (quercetina 3,7-

diglucosideo).

O composto 2 (tr 20,4 min) proporcionou ions [M-H] com m/z 638.8, ¢ a presenga
de fragmentos em m/z 476.7 ¢ 314.7. Ambos os ions foram obtidos com uma diferenga
de 162u, correspondendo a perda de dois residuos de hexose [M-H-162-162], que
comparando as informagdes com o banco de dados, este pode ser caracterizado como
isorramnetina dihexosideo, conforme relatado por Barros et al. (2012), em um trabalho
onde foram avaliados perfis fenolicos de Coriandrum sativum L. Kaiser et al. (2013),
relata a presenca deste composto durante a caracterizacdo de compostos fendlicos em
alimentos produzidos com massas frescas produzidas com a incorporagdo de P. crispum

na receita.

O composto 3 foi inferido como a flavona luteolina diglucosideo, conforme
relatado por El-Zaeddi et al. (2017), em um trabalho que avaliou os efeitos de um
tratamento pré-colheita com 4acido malico (MA), acido oxalico (OA) ou 4cido
acetilsalicilico (ASA) em trés concentragdes diferentes, e o impacto na bioatividade e
capacidade antioxidante em amostras de coentro, endro e da salsa. Esse composto foi
identificado no extrato da salsa, com valores para MS de [M-H] em m/z 609, além dos
fragmentos com m/z de 447 e 285, correspondendo a perda de dois residuos de hexose. O
autor cita que essa flavona ¢ tipica em sucos de frutas citricas, sendo relatada a primeira

vez por eles em ervas aromaticas.

O espectro do composto 4 mostrou, como ion molecular, o pico em m/z 592,8, ¢
fragmentos m/z 472,7 e 352,7. Em comparagdo com os dados obtidos, o composto foi
designado como apigenina-6,8-di-C-glucosideo, também conhecido como vicenin-2,
conforme dados da literatura da EM (NEGRI et al., 2012; BENAYAD et al., 2014). E
relatado a mesma molécula desprotonada em m/z 593 [M-H] e um sinal ¢ observado em

m/z 473 (IM-H]-120)", sendo relatado como pico base, que corresponde ao fragmento
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02Xy, indicando a perda de um residuo glicosil. Conforme Cromatograma 1, referente

ao espectro do composto 4, ¢ possivel verificar com baixa intensidade, a presenga de

fragmentos em m/z 575 ([M-H]-18) e m/z 503,0 ([M-H]-72), exibindo uma

fragmentagao padrao de flavonas di-C-glicosideo. A presenca dos ions em m/z 352,7 ([M-
H]-120+120) e 382,7 ([M-H]- [90+120])" indicam a presenca de apigenina (MM 270),

podendo ser relatados como picos caracteristicos de fragmentagoes de di-C-

glicosilflavona, sendo visualizados como (Ag+83) e (Ag+113), além das duas porgdes

hexose (glicoses).
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Cromatograma 1: Espectro de massas da apigenina-6,8-di-C-glucosideo e esquema de

fragmentacdo

No tempo de reten¢ao, 24,6 min; o ion precursor foi detectado em m/z 724,8. Para

a obtencao dos dados, a amostra foi submetida em ambos os modos de ionizagdo,

minimizando duvidas durante a andlise, permitindo-nos entender no modo positivo que,
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a partir do ion molecular em m/z 726.8, ocorre a degradagdo do residuo de malonil em
duas etapas seguido da perda de uma molécula de hexose, correspondente aos ions com
m/z 682.8 e m/z 478.7 correspondente a ([M-H]- 44) ([M-H]- 162-42) . Por outro lado,
no modo de ionizagao negativa, constatamos os fragmentos formados a partir de m/z 680,8
e 476,7; correspondem a perda de duas unidades de 162u. Um fragmento correspondente
a isorramnetina em m/z 314,7 foi identificado, sendo o composto experimentalmente
caracterizado como isorramnetina 3-O-(6-O-malonildiglucosideo), ainda nao tendo sido

relatado em literatura.

De modo semelhante ao relatado no composto anterior, o pico em 26,7 min
(composto 6), foi realizado em ambos modos de ionizagdo, exibindo picos em m/z 812,9
e 810,9, em ESI(+) e ESI(-), respectivamente, mas o modo positivo gerou fragmentos que
facilitaram a resolucdo de modo mais adequado. As anélises revelaram m/z 564,9 e 316,9;
relacionado a perda de duplicada de 248u (162 + 86u), indicando um grupamento
malonilglicose resultados de fragmentacdo que corresponde a flavonois diglicosilados,
gerando a formagdo de ions correspondentes a quebra Yo' e Yi', ¢ demonstrando os
monossacarideos que os compdem (CUYCKENS et al, 2004). O ion aglicona
correspondente e os fragmentos apresentados previamente, permitem a caracterizagdo
como isorramnetina-dimalonil-diglucosideo, ainda ndo tendo descrito na literatura

(Cromatograma 2).
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Cromatograma 2: Espectro de massas para caracterizacdo experimental da isorramnetina-
dimalonil-diglucosideo
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No espectro obtido em modo negativo, o composto 7 (tr 28.1 min) apresenta
molécula desprotonada em m/z 578,8 e pico base em m/z 284,6; coincidente com o
kaempferol-O-pentosil-hexosideo, citado pela primeira vez por Zengin et al. (2019),
caracterizado na composi¢ao quimica de Falcaria vulgaris, sendo uma das cinco espécies
estudadas no referido trabalho, pertencente a familia da Apiaceae. Conforme relatado
nesse artigo, dois principais fragmentos sao formados com m/z 447 e 285, obtidos pela
perda de pentose [M-H]-132] e subsequente perda de uma hexose [M-H]- 162], assim
como visualizado na Cromatograma 3, espectro obtido para o extrato aquoso do P.

Crispum var crispum.
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Cromatograma 3: Espectro de massas e etapas de fragmentacdo do kaempferol-O-pentosil-
hexosideo

De modo semelhante, o pico obtido em 28,9 min; apresentou fragmentacao
semelhante ao composto 7, com molécula desprotonada em m/z 608,8 e pico base em
314,6; sendo este ultimo, Util para identificar a aglicona isorramnetina. Zengin et al.
(2019), realizou a caracterizagdo quimica no extrato metanolico da Falcaria vulgaris,
citando pela primeira vez a isorramnetina-O-pentosil-hexosideo, que correlacionamos

experimentalmente como o composto 8, sendo caracterizado neste artigo, com a presenca
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do ion molecular em m/z 609 além de dois fragmentos importantes com m/z 477 e 315,

obtidos pela perda de uma pentose (132u), seguido de uma hexose (162u).

Na elucidag@o do composto 9 (tr 29,5 min) foi utilizado o modo negativo, sendo
observado o pico base em m/z 284,6; correspondente a perda da por¢ao apiosilglucosideo
(294 u), a partir da molécula desprotonada em m/z 578,8. A presenca de um pico em m/z
em 416,6 auxilia no entendimento da fragmentagdo do composto, ocorrendo
primeiramente a perda de uma porg¢ao agucar (glicose) seguido da perda do apiosil em
m/z 429,0 ([M-H]-[162+132]),, permitindo identificar como luteolina-7-O-apiosil-
glucosideo, como descrito por Lin et al.(2007), que realizou um trabalho de detecgdo e
quantifica¢do de flavonoides glicosilados em extrato metandlico do aipo, aipo chinés e
semente de aipo por método de CLAE-DAD-ESI. Lin descreveu como [M-H] com m/z

579 e descrigdo da aglicona em m/z 285.

O composto 10, pico com tr 29,9 min, exibiu uma molécula desprotonada com
m/z 594,8; e um pico base [M-H]-294] - m/z 300,6; que monstra a quercetina como
aglicona e corresponde a perda de 132u (pentose) e 162u (hexose) no fragmento
apresentado. Esses dados também foram comparados com dados da literatura (ZENGIN
et al., 2019) e o composto foi caracterizado como quercetina-O-pentosil-hexosideo, com
formula molecular C26H28016, apresentando-se como dois possiveis isomeros, sendo
descrito pelo autor fragmentos que permitem a comparagdo experimental ((M-H] m/z =
595 e pico base com m/z = 301), sendo necessario alguns experimentos complementares

para a escolha correta do isdbmero.

O composto 11 foi experimentalmente caracterizado como quercetina-3-O-
galactosideo, também conhecido como hiperosideo, que produziu a molécula
desprotonada em m/z 462,7 e fragmento em m/z 300,6 ([M-H]-162) ", que correspondem
a perda do grupo galactose, como foi identificado por Parejo et al. (2004), durante a
caracterizagdo de flavonoides-O-glicosilados acilados e flavonoides metoxilados no

extrato metandlico de Tagetes maxima por CLAE-DAD-ESI.

O composto 12 foi caracterizado como o crisoeriol pentosil-hexosideo, sendo as
unidades glicosidicas identificadas como uma apiose e uma glicose com base nos dados

espectrais (Cromatograma 4). Apresentou-se como molécula desprotonada em m/z
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592,8 e pico base m/z 298,5; resultado da perda sucessiva de uma unidade de pentose,

seguida por uma unidade de hexose.
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Cromatograma 4: Espectro de massas ¢ etapas de fragmentagdo para caracterizagdo do
composto 12.

O pico obtido em 30,7 min, apresentou como molécula desprotonada [M-H] em
562,8 que apds a liberagdo de um apiosil seguido por uma glicose ([M-H]-132-162),
permite a observacdo de um fragmento m/z 268,6; identificado como a aglicona
apigenina. O composto 13 foi identificado comparando as informagdes de referéncias
anteriores (LIN et al.,, 2007; KAISER et al., 2013), como a apigenina-7-O-apiosil-
glucosideo (apiina), sendo este um dos dois principais compostos fendlicos extraido de

folhas do Petroselinum crispum (BURSAC et al., 2005; FARZAEI et al., 2013).

Na elucidacio do composto 14 (tr 31.4 min), utilizou-se do ESI(-), para
caracterizacdo como crisoeriol-7-O-glucosideo, com formula molecular C22H22011,
apresentando [M-H] (crisoeriol + 1 mol de glicose) com m/z 460,8 e ([M-H]-162)
(crisoeriol) em m/z em 298,8. Lin et al. (2007), identificou essa substancia nos
cromatogramas dos extratos de amostras de aipo em um estudo para deteccdo de
flavonoides glicosilados. Semelhantemente, Iwashina et al. (2010), avaliando sete
espécies de Saussurea das Montanhas da Russia e Mongolia, relatou que durante a anélise

por CLAE-EM dos extratos metanolicos dessas espécies, o crisoeriol-7-O-glucosideo foi
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identificado na S. gossypiphora e S. stella, por UV e CLAE-EM com [M-H]|" em m/z 461
e [M-H]-162] em m/z 299.

O composto 15 (tr = 31,40 min) exibiu o ion [M-H] em m/z 431, produzindo
fragmentos caracteristicos em m/z 269 [M-H-162] e por comparagdo com dados de EM
na literatura (PEREIRA et al., 2012; WANG et al., 2016; LI et al., 2019), o composto
foi identificado como apigenina-7-O-glucosideo, também chamada de cosmoseina, ja
tendo sido relatada a sua presenca em amostra de folhas de Petroselinum crispum por

Chaves et al. (2011).

A substincia 16 produziu ions [M+H]" em m/z 666,8 € ions [M-H] em m/z 664,7;
gerando fragmentos em m/z 620,8 ([M-H]44) e 578,7 ([M-H]-44-42)" por perda
gradativa de um malonil. Fragmentos foram gerados em m/z ((M+H]-162)" e ([M+H]-
[162+132])" em ESI (+) e m/z ((M-H]-162) e ((M-H]-[162)+132]) em ESI (-) por perdas
de glicose e apiose, respectivamente. A presenga do fragmento com m/z 284,6 em ESI(-)
¢ caracteristica da aglicona luteolina e avaliando o tempo de retencdo e padrdes de
fragmentacdo, a substdncia foi caracterizada como luteolina-7-O-malonil-
apiosilglucosideo, conforme citado por Lin et al. (2007), com m/z 449/447 ¢ 287/285,

para ESI (+/-), estudo realizado com amostras de aipo, ja citado anteriormente.

No pico 17, com tempo de retencao de 31,6 min, observamos em modo negativo
a presenca do ion de m/z 268,6; que pdde ser atribuido a apigenina. Através da molécula
desprotonada e demais fragmentos apresentados no espectro foram relacionados na
literatura como apigenina-8-C-hexosideo-7(5)-O-pentosideo, como descrito por Barros et
al. (2012), que realizou uma analise detalhada de compostos fenolicos em Coriandrum
sativum L., a fim de analisar seu perfil quimico e explorar as potencialidades da cultura
in vitro. A fragmentagdo padrdo desses picos sugeriu que os compostos possuiam dois
residuos glicosilados, sendo um hexosideo e um pentosideo, que eram C- e O-anexado
respectivamente em diferentes posi¢des da aglicona. O fragmento ([M-H]-120) ¢ mais
abundante em derivados de 6-C-glicosil do que em derivados de 8-C-glicosil, além do
que, em flavonas 6-C-glicosil havera a presenca de outro fragmento, referente a [(M-H)
90]; portanto a auséncia deste ion e a baixa abundancia do fragmento ([M-H]-120)
sugere a localizacdo do hexosideo na posi¢ao 8-C. Em relagdo ao residuo O-pentosideo,
pode ocorrer a substitui¢do em diferentes localizagdes da aglicona, como no caso, os

grupamento hidroxila nas posi¢des 5 ¢ 7. Ferreres et al. (2011), descreve que a posi¢ao
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mais provavel de substitui¢do seria o grupo hidroxila na posi¢do 7, mas a escolha da

posicdo também pode ter relagdo com o tipo de planta usada., € como no Petroselinum

crispum ainda nao ¢ descrito nenhum glicosideo de apigenina-8-C-hexosideo-O-

pentosideo, ndo foi possivel determinar a posi¢ao correta (Cromatograma 5).
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Cromatograma 5: Espectro de massas ¢ etapas de fragmentagdo do composto 16

O composto 18 (tr = 32,0 min), de modo semelhante exibiu o ion [M-H]" em m/z

477, respectivamente, produzindo fragmento de e 315 [M-H-162], indicando a perda de

um residuo de hexose. Wang et al., (2019) relatou em um estudo de identificagdo e

quantificagdo de compostos fenolicos presente em amostra de Citrus australasica, a

presenca da isorramnetina-3-O-glucosideo, com [M-H]™ em m/z 477.1042 e fragmentos

EM? em m/z 315,0525; 314,0445; 271,0260; 243,0306 conforme constatado no espectro

do composto (Cromatograma 6), sendo possivel realizar a sua correlagdo com o dado

da literatura.
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Cromatograma 6: Espectro de massas ¢ etapas de fragmentagdo do composto 18

Para o composto 19 com [M-H] em m/z 548,7; a perda de 248u foi detectada na
analise de EM que ¢ indicativo da unidade de malonil+hexose, sendo a aglicona
identificada como quercetina (m/z 300,6). Comparando seus padroes de fragmentagao
na andlise EM? (ANTTONEN et al., 2006; BESSADA et al., 2016) e EM? com dados
da literatura (SOJKA, et al., 2009; SANTOS et al., 2017; ZENGIN et al.,2019), foi
descrito que a molécula desprotonada [M-H] resulta m/z 549, liberando fragmentos de
MS? em m/z 301 ([M-H]-[162-86]), representado pela perda de uma porgio
malonilhexosideo, sendo atribuida a identificagio a substancia quercetina-O-
malonilhexosideo. Fragmentos formados em EM?, em m/z 504,7; foi relatado como pico
de maior intensidade, que foi relacionado apds a dissociag@o induzida por colisdo de um
composto fenolico, produzindo um fragmento estavel caracterizado pela perda de um
COz2 [M-H-44]", indicando a presenca de um grupo carboxilico livre na molécula (BAKR
etal., 2017). A clivagem subsequente de 42u do fragmento em m/z 432.5 [M-H-427], foi
devido a perda da por¢ao acila, que em conjunto com o fragmento citado anteriormente,
descreve a presenga de um grupamento malonil (OCCH2COOH), que esta presente em
flavondides amplamente nas plantas. Anjos et al. (2019), descreveu os fragmentos de
EM descritos para MS? [549]: 505, 463, 301, relatando também a perda do malonil em
duas etapas, seguido da perda de uma molécula de hexose ([M-H]-[42-44-162]),

enquanto avaliava o pdlen de abelha como fonte antioxidante natural para prevenir a
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oxidagdo de lipidios em um tipo de “chouri¢o”, muito consumido em uma regido da
Europa, sendo entdo caracterizado como quercetina-O-malonil-hexosideo e por

semelhanca, permitiu a correlagdo com o composto 17.

Com tempo de retencdo em 32,3 min, o composto 20 demonstrou a molécula
desprotonada em m/z 694,8 e fragmentos em m/z 650,8 e 608,7 que, de modo semelhante
ao composto anterior, produz um padrdo de fragmentacdo estavel caracterizado pela
perda de um CO2, [M-H-44]", com uma clivagem subsequente de 42u devido a perda da
por¢do acila, sugerindo a presen¢a de um grupamento malonil no glicosideo analisado.
Ainda ha a presenca do fragmento em m/z 314,5; que permite a associagdo com a
aglicona isorramnetina, apds a perda de 294u, indicando a presenca de um pentosil-
hexosideo na estrutura da molécula. Durante a busca bibliografica ndo foi encontrado
referéncia para os dados citados, permitindo-nos identificar este composto

experimentalmente como isorramnetina-malonilapiosilglucosideo.

A substincia 21 (tr 32,8min), produziu o ion [M+H]" em m/z 681 € o ion [M-H]
em m/z 679. Obtivemos no modo negativo, fragmentos em m/z 635 [M-H-44]", 593 [M-
H-42]", 575 [M-H-18] ", 299 [M-H--276] ", indicando a perda de um residuo de malonil,
conforme descrito nos compostos anteriores, seguido sucessivamente de uma perda de
294u (162 + 132u), referente a por¢ao de apiosilglucosideo. Em semelhanca a dados
obtidos durante a busca na literatura, foi possivel identificd-lo com crisoeriol-7-O-
malonilapiosilglucoside B, presente em vegetal pertencente a familia da Apiaceae,

relatado por Lin et al. (2007).

O composto 22 pdde ser identificado como  crisoeriol-7-O-6"-
malonilapiosilglucosideo, de acordo com os fragmentos obtidos estarem em
conformidade com o citado no trabalho de Lin et al. (2007), para a identificagdo de
flavonoides em extrato metandlico em diversas amostras de A. graveolens var. dulce,
que descreve [M-H] em m/z 679 e a aglicona em m/z 299. Fragmentos em m/z 635 ¢
593, descrevem a perda consecutiva de [M-H-44]" e [M-H—42]", indicando a perda de
um residuo de malonil, com menor estabilidade como descrito anteriormente, seguido
de um fragmento em m/z 299 que ¢ resultado da perda de um apiosilglucosideo por parte

da molécula ([M-H]-[44-42-132-162]) .

No espectro de EM em modo positivo, o composto 23 (tr 33.1min) apresentou

molécula protonada em m/z 650,9 [M+H]" , produzindo ions caracteristicos em m/z
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432,9 ([M-H]-[86+132])" , resultado da perda de um malonil e um apiosil, € em m/z
270,8, com a perda de um glucosideo ([M+H]-[86+132+162])", sendo o ultimo
fragmento formado caracteristico da aglicona apigenina. Comparando com as
informagdes do banco de dados, pode-se caracterizar como malonilapiina (apigenina O-
malonilapiosilglucosideo), sendo esta e a apigenina O-apiosilglucosideo (apiina), as
substancias predominantes em amostras de salsa fresca. No entanto ha relatos que
durante o processamento dessas amostras, ocorre a conversao de malonilapiina em
apiina, sendo relatado que a desmalonilacdo pode estar relacionada com o aumento de
temperatura durante o processo de extracao e/ou processo de liofilizacdo, realizado para
a obtengdo do extrato seco, sendo esse processo observado com outros flavonoides

glicosilados (DUPONT et al., 2000; LECHTENBERG et al., 2007).

No modo positivo de ionizagdo, os compostos 24 e 25 ndo puderam ser
correlacionados com nenhuma informacao de estudos anteriores, tendo sido relatados
pela primeira vez em nosso trabalho. O composto 24 (tr 36,4min) e 25 (tr 36,7min),
geraram diferentes ions [M+H]" em m/z 767 € m/z 737, respectivamente ¢ ambos de
modo similar produziram ions de fragmento em m/z [M+H-86]", (IM-H]-[86+132])",
([M-H]-[86+132+86])" e ([M-H]-[86+132+86+162])", gerados pelas sucessivas perdas
de um residuo de malonil, apiose, malonil e glucose, respectivamente. Apds a perda de
466u, o composto 24, apresentou um pico em m/z 301, permitindo a identificacdo da
aglicona, sendo este composto provisoriamente identificado como crisoeriol-
[malonilglucosideo]-[malonilapiosideo], enquanto o composto 25, apresentou pico em
m/z 271, caracterizando a aglicona como a apigenina € o composto nomeado como

apigenina-[malonilglucosideo]-[malonilapiosideo].

A andlise de EM em modo positivo revelou que o composto 26, apresentou
[M+H]" em m/z 607, e fragmentos em m/z 475 [M+H-132]", gerado a partir da perda de
uma pentose (CsHgO4) € um fragmento em m/z 271 ([M+H]-[42+162]", descrevendo a
perda sucessiva de um acetil ¢ uma hexose. Esses fragmentos sdo derivados da quebra
da ligacdo glicosidica nas posicdes 2” e 7, sendo possivel identifica-lo como 6”-
acetilapiina,tendo sido relatada a sua presenga uma unica vez por Yoshikawa (2000),

nas partes aéreas de Petroselinum crispum, como um possivel fitoestrogeno.

Com tempo de retencdo de 37,8min; o composto 27, identificado

experimentalmente como apigenina-[glucosideo-dimalonil]-apiosideo, ainda nao
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referenciado no banco de dados apresentou em ESI(+), [M+H]" em m/z 737, além de
fragmentos em m/z 605, 519 ¢ 271, apos a perda de um residuo de 132u, duas unidades

de 86u e uma por¢ao de 162u.

5.3. QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os compostos fenolicos sdo metabodlitos secundarios que estdo presentes em
plantas e existem diversas correlagdes positivas entre atividades antioxidantes presentes
em plantas medicinais com seu conteudo fendlico total. A concentracdo de compostos
fenolicos observada em extratos obtidos por decoccdo é geralmente superior que em
infusdo, visto que durante o processo de decoc¢do, a amostra ¢ mantida a temperatura
constante durante todo periodo de extragdo, promovendo uma maior eficiéncia na
extragdo dos compostos fendlicos. Infusdes e decocgdes sdo métodos simples de extrair
os constituintes ativos das ervas em agua quente, onde a infusdo ¢ a preparacgao liquida
produzida pela imersao da planta em agua em ebuli¢dao, por um breve periodo, enquanto
na decocg¢do sdo realizados colocando ervas frescas ou secas em agua fria que entdo ¢
submetida a aquecimento suavemente por 15 minutos ou mais (PANDEY & TRIPATHI,
2014).

A influéncia da temperatura na extracdo de flavonoides, estudos tém sido
demonstrado, onde o aumento da temperatura tem efeito direto no aumento da taxa de
extracdo. O conteudo de flavonoides tende a aumentar gradualmente com o aumento da
temperatura variando de 55°C a 85°C, com aumento gradual com um intervalo de
temperatura de 10°C. A hipotese ¢ que quanto mais alta a temperatura, maior ¢ a
velocidade de movimento da molécula para que os flavonoides se difundam da célula para
o agente extrator mais rapidamente. No entanto, os flavonoides podem ser oxidados a
temperaturas superiores a 80°, tendo sido observado a degradagdo dos compostos ¢ a

redugdo gradual dos flavonoides extraidos (XU et al., 2005; AZWANIDA, 2015).

Por um lado, a temperatura mais elevada pode acelerar o fluxo de solvente e,
assim, aumentar o teor de flavondides e, por outro lado, a temperatura mais elevada pode
diminuir a eficiéncia de extragao, tendo sido verificado que 85°C era a temperatura ideal

para extrair os flavonoides em plantas frescas (SATHISHKUMAR et al., 2008).
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Os ensaios para a determinagdo da concentracdo dos compostos fenolicos totais,
presentes nos extratos aquosos das folhas (EAF) de salsa crespa, foram realizados pelo
método de Folin Ciocateu adaptado (DENG et al., 2013; TLILI et al., 2011), tendo sido
calculado o teor a partir da curva de calibracdo (equacgdo da curva padrio: y = 0,058x +
0,1124; R? = 0,9804) foi de 12,49 = 1,70 mg de GAE / g de extrato seco de salsa (ess),

conforme demonstrado no Grafico 2.

y =0,058x + 0,1124
R?=0,9804

Absorbancia

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracdo pg/mL

Grafico 2: Curva de calibragdo padrao de acido galico para determinacao do contetdo

fenolico total no EAF de Petroselinum crispum var. crispum

O método de Folin-Ciocalteau consiste na reducao, a pH alcalino, do reagente de
Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos (sob a forma de ion fenolato) presentes na
amostra. Esta reacdo origina um produto de colora¢do azul com um maximo de absor¢do
a 765 nm, sendo a sua intensidade proporcional ao teor em compostos fendlicos presentes

na amostra (PRIOR et al., 2005).

Os compostos fendlicos naturais encontrados nas ervas desempenham um papel
importante como antioxidantes, com propriedades medicinais como antibidtico, anti-
inflamatorio, antitumoral e antialérgico. Em nosso estudo, o conteudo fendlico total no
extrato obtido foi de 12,49 mg de GAE por g de extrato seco, semelhante a resultados de

outras variagdes de P. crispum relatados na literatura que mostraram concentracdes

86



variaveis de 9,20 a 35,60 mg de GAE por g (WONG & KITTS., 2006; TUPE et al., 2013;
FARAH et al., 2015).

O intuito do nosso trabalho foi a avalia¢do do extrato das folhas de Petroselinum
crispum var. crispum, €m meio aquoso, solvente ndo toxico, conforme a sua utilizacdo na
alimentacdo humana, independente de ndo alcangcarmos os valores maximos na
quantificagdo dos compostos fenolicos. A salsa pode ser caracterizada por sua morfologia
e variabilidade quimica, sendo descrito como os trés tipos de salsa mais comuns:
Petroselinum crispum var. tuberosum, Petroselinum crispum var. crispum e Petroselinum
crispum var. neapolitanum, sendo importante salientar que essas variedades podem gerar
teores diferentes de metabolitos, que impactam diretamente na atividade antioxidante de

forma individualizada (KARKLELIENE et al., 2014).

O teor de fenolicos totais € diretamente influenciado por genétipo, condigdes de
crescimento (solo e temperatura) e interacdo entre genotipo e condigdes de cultivo. Em
um estudo realizado por Dobricevi¢ et al (2019), foram avaliados 6 cultivares diferentes,
6 cultivares de salsa a partir de sementes de Petroselinum crispum var. tuberosum cv.
'Arat', 'Eagle', 'Halblange', de Petroselinum crispum var. neapolitanum cv. 'Rialto' e de
Petroselinum crispum var. crispum cv. 'Mooskrause' e 'Petra’. Considerando o genotipo,
em geral Petroselinum crispum var. tuberosum ('Halblange', 'Arat', 'Eagle’) contém 16%
maior TPC em folhas em comparagdo com o cv. 'Rialto’, 'Mooskrause' ¢ 'Petra’

(Petroselinum crispum var. neapolitanum e Petroselinum crispum var. crispum).

O extrato em nosso estudo mostrou contetido fendlico semelhante ao resultado
obtido ao estudo relatado acima, quando comparando os dois cultivares citados referente
a salsa crespa. Dobricevi¢ et al (2019), relata que nas folhas de Petroselinum crispum var.
crispum cv. 'Mooskrause' e 'Petra’, forma encontrados, respectivamente 403.68+0.52 e
304.57+0.39 mg GAE/100 g de folhas frescas, enquanto em nossa amostra obtivemos
124,9+0.13 mg GAE/100 g de folhas frescas. Este resultado ¢é justificavel, visto que na
amostra que utilizamos incluimos as folhas e as hastes e ¢ descrito que somente o uso de
folhas apresenta teor de fenolicos totais 2 vezes maior que na haste em comparagdo com
o cv. 'Mooskrause' e 'Petra’, que apresentam os valores de 64.79+1.35 e 67.83+0.94 mg

GAE/100 g de planta fresca, respectivamente.
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Kaiser et al. (2013), descreve que dois cultivares de salsa diferentes apresentaram
perfis semelhantes de derivados polifenolicos; no entanto, diferencas marcantes foram
observadas com relagdo a quantificacdo do seu contetdo. Em seu estudo, a salsa crespa
(Petroselinum crispum (Mill.) Nym ex A. W. Hill) exibiu maior teor total de compostos
fenolicos do que o cultivar de folhas italianas., com valores de 46.04 = 0.22 30.51 + 0.96
g/kg de massa seca (MS), respectivamente. Em ambas as cultivares, apiina foi o composto
fenolico predominante variando de 21,8 a 36,0 g/kg de MS sendo equivalente a 70% e

78% do contetudo fendlico total, respectivamente.

Saleh et al. (2019), realizou um estudo avaliando as caracteristicas do endro e da
salsa (Petroselinum crispum var. neapolitanum), variando o tipo de substrato fornecido
para crescimento das plantas (solo da Alemanha, e variagdes com a incorporacao de turfa
e/ou solo arenoso). O solo da Alemanha contém maior teor de nitrogénio (N) que o solo
arenoso € o N desempenha um papel positivo na sintese dos constituintes da planta através
de a agdo de diferentes atividades enzimaticas e sintese proteica, que propicia o aumento
de alguns constituintes quimicos, como derivados fenolicos em algumas espécies de
Apiaceae como anis, coentro e erva-doce, apresentando resultados que demonstram o
impacto de substrato na regulacdo da 4gua e minerais necessarios (N, P e K) para o
crescimento das plantas e impactando diretamente no teor de compostos fenolicos (22,14

a 28,35 mg de GAE/g) da salsa italiana.

Em um extrato hidroalcéolico obtido com folhas de P. crispum, relatado por
Hinneburg et al. (2006), obteve-se um teor de contetido fendlico total de 29,2 + 0,44 mg
de GAE g !, na amostra, nio sendo relatado no estudo a variedade da espécie utilizada,
apresentando valor aproximado ao encontrado em nosso trabalho com a variedade crespa.
Uma possivel explicacdo para os diferentes valores fendlicos entre esse estudo e 0 nosso
¢ que o conteudo fenodlico nas plantas difere muito entre cultivares da mesma espécie e
sdo influenciados por fatores genéticos e condi¢des ambientais. Além disso, parametros
como polaridade do solvente, procedimentos de extracdo e condi¢des podem influenciar

a extragao de compostos fenolicos de P. crispum.

A diversidade estrutural de compostos fenolicos apresenta um desafio
significativo para o desenvolvimento de uma metodologia uniforme e adequada para
extragdo de todos os fenolicos ou uma classe especifica de compostos fenolicos, além do

que os fenolicos ndo sao distribuidos uniformemente nas plantas do tecido, celular e
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niveis intracelulares, afetando o processo de extracdo dessas substincias. A presenca
desses compostos de forma livre, conjugado e na forma polimérica ou como complexos
com carboidratos, proteinas ou outros componentes vegetais, ¢ mais um fator que pode
afetar diretamente a solubilidade dos fendlicos em solventes diferentes. Um estudo
dirigido por Luthria, et al. (2006), avaliou diversos métodos de extragdo e com foco
principal em misturas de diferentes solventes (acetona, metanol, etanol e 4dgua em
diferentes propor¢des). Como resultado, obteve-se maior quantidade de derivados
fenolicos em misturas de média polaridade (EtOH 70% e Acetona 50%), apresentando

maior afinidade com os constituintes presentes nas folhas da salsa crespa.

Os fendlicos sdo metabodlitos secundarios que estdo presentes de forma
onipresente nas plantas, sendo relatadas correlagdes positivas entre as atividades
antioxidantes presentes nas plantas medicinais com seu conteudo fenolico total. No
estudo de Tang et al (2015), os valores fenolicos dos extratos de P. crispum variaram de
9,63 +2,602a42,31+0,50 mg GAE g !, sendo o extrato aquoso com menor teor enquanto
o extrato em diclorometano apresentou o maior teor fenolico (P <0,05) entre os demais
extratos utilizados (hexano< metanol<acetato de etila). A natureza do solvente de
extragdo ¢ um dos fatores mais importantes na extracdo de antioxidantes, explicando

assim os diversos valores fenolicos de diferentes extratos de folhas e caules de P. crispum.

Trifunschi et al. (2012), realizou um estudo para avaliagdo da quantificacao de
fendlicos totais e flavonoides totais presentes em extratos de Petroselinum crispum,
obtidos utilizando diferentes solventes: cloroférmio, etanol e metanol. O extrato etanolico
das folhas apresentou maior contetido fenolico (54,20 mg GAE/g) que os extratos de
cloroformio (15.20 mg GAE/g) e metanol (35,60 mg GAE/g). O processo de
solubilizacdo de uma substancia quimica resulta da interagdo entre a espécie que se deseja
solubilizar (soluto) e a substincia que a dissolve (solvente), e esta diretamente relacionada
com a estrutura molecular, especialmente com a polaridade das ligagdes e da espécie
quimica como um todo (momento de dipolo). Dentre os solventes utilizados no
experimento, o cloroformio tem caracteristicas apolares, enquanto o metanol e o etanol
sdo polares, mas ¢ importante salientar que a polaridade de alcoois diminui com o
aumento da cadeia carbonica, portanto podemos considerar como ordem crescente de
solubilidade: cloroféormio< etanol < metanol. Através dos resultados obtidos, € possivel
constatar uma maior afinidade dos compostos fendlicos presentes no Petroselinum
crispum em solventes de média polaridade.
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Ha um interesse crescente no uso de ervas condimentares na culindria como
agentes conservantes naturais devido a sua abundancia de fitoquimicos bioativos, no
entanto existem poucos relatos na literatura utilizando o P. crispum var. crispum. O
processo de extracao das folhas de P. crispum var. crispum em meio aquoso, como citado
no trabalho, apresentou uma concentragdo de compostos fendlicos moderada, frente aos
diversos solventes de extracdo possiveis, contudo ¢ o solvente que demonstra melhor
segurancga para a avaliacao e utiliza¢ao da salsa crespa como nutracéutico. Os resultados
da quantificacdo de fenolicos totais demonstraram resultados semelhantes ao citado na
literatura para a var. crispum, que demonstra teores fenolicos moderados quando
comparados com a var. tuberosum, mas os resultados obtidos sdo importantes para o
estudo desta variedade como um possivel agente antioxidante, ndo tendo sido relatado
anteriormente um estudo que envolvesse modelos invitro e invivo. Cabe salientar da
importancia da utilizagdo apenas das folhas e ndo dos ramos para a obtencdo da massa a
ser extraida, devido a presenca de maior concentragao nas partes aéreas mais verdes da

planta, obtendo um extrato com maior teor dos componentes bioativos.

Os compostos fenolicos, especialmente os flavonoides, podem atuar como
doadores de hidrogénio aos radicais livres impedindo o dano por estresse oxidativo as
células na primeira etapa de iniciagdo da reacdo radicalar. Portanto, os flavonoides sdo
um dos principais responsaveis pela propriedade antioxidante de grande parte dos
produtos de origem vegetal. A caracterizagdo dos flavonoides pode ser realizada em
extratos vegetais por diversas metodologias, permitindo a avaliagdo simultanea de varios
constituintes, podendo ser feita por ensaios cromaticos, cromatograficos,

espectroscopicos ou fotométricos.

Os ensaios para a determinagdo do contetido total de flavonoides na amostra,
foram realizados pelo método de Quettier-Deleu et al. 2000, tendo sido calculado o teor
a partir da curva de calibracdo (equagio da curva padrio: y = 0,0019x + 0,0128; R? =
0,9341) obtendo 15,05 + 2,20 mg de equivalentes de quercetina/g de extrato seco de salsa
(ess), conforme demonstrado no Grafico 3. Comparando os meus resultados com os
relatados na literatura indicam a existéncia de uma variacdo significativa no conteudo
total de flavonoides entre os extratos, com valores variando entre 0,947 e 25,12 mg de

equivalentes por g de extrato seco.
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Grifico 3: Curva de calibragdo padrdo de quercetina para determinacéo do conteudo

total de flavonoides no EAF de Petroselinum crispum var. crispum

Os flavonoides sdo uma ampla classe com estruturas diversificadas, exibindo um
amplo espectro de substancias quimicas com diversas propriedades biologicas, incluindo
atividade antioxidante. O contetdo total de flavonoides foi determinado usando o método
de cloreto de aluminio, que em contato com o flavonoide forma um complexo estavel
com o grupamento carbonila em C4 e hidroxila em C3 (flavondis) e C5 em flavondis e

flavonas (EL-SAYED et al., 2018).

Nas plantas, os flavonoides ocorrem principalmente nas folhas e nas partes aéreas
das plantas. Nas folhas de salsa, a apigenina e seus glicosideos (apiina, apigetrina) sdo os
principais flavondides, apresentando-se como uma das principais fontes naturais de
apigenina (MERKEN & BEECHER, 2000). A atividade antioxidante estd diretamente
relacionada ao teor de fendlicos e flavonoides totais, entdo amostras com maiores
quantidades dos compostos ativos mencionados exibem uma maior atividade

antioxidante.

No estudo realizado por Dobricevi¢ et al (2019), é mencionado que em seis
cultivares diferentes de salsa, as folhas de todos os cultivares continham um teor
significativamente maior de fendlicos e flavonoides em comparacdo com a raiz.

Dependendo na parte da planta, a maior capacidade antioxidante foi determinada nas
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folhas, em média 27% superior em comparagcdo com o caule e 3 vezes maior em
comparagdo com a raiz. Relatam que nas folhas de Petroselinum crispum var. crispum
cv. 'Mooskrause' e 'Petra’, 173.2b+1.1 e 141.39d+0.72 mg GAE/100 g de folhas frescas,
valores semelhantes ao obtido em nosso trabalho de 150,05 mg GAE/100 g de folhas
frescas. Os resultados obtidos estimulam o consumo desse tipo de erva junto a
alimentagdo diaria, uma vez que concretizam a presenga de compostos benéficos para a
saude humana, fazendo com que a inser¢ao deles nas preparagdes culinarias tenha um

propdsito além do de saborizar e aromatizar os alimentos.

Como citado anteriormente, um numero reduzido de trabalhos utiliza a var.
crispum ¢ em alguns estudos ndo ¢ citado a variedade e/ou cultivar utilizado. Em um
estudo de revisao, Farzaei et al. (2013), relatou que a partir do extrato aquoso de folhas
de Petroselinum crispum foram detectados diversos flavonoides, incluindo apigenina,
cosmoseina, hidrato de oxipeucedanina e apiina. Miristicina, apiol, cnidilina,
isoimperatorina, diosmetina, 7-O-f-D-glicopiranosideo e 3-O-B- D-glicopiranosideo de

kampferol foram detectados também em extrato de folhas de Petroselinum crispum.

Priecina et al. (2014), realizou uma pesquisa que teve como objetivo analisar
antioxidantes naturais em diversos vegetais, dentre eles o Petroselinum crispum, todos
cultivados na regido da Letonia. O trabalho teve também como finalidade comparar os
resultados obtidos de algumas substancias como carotenoides e flavonoides destes
vegetais frescos e secos. Foi relatado que o conteudo total de flavonoides na salsa fresca
foi de 192.53 = 9.43 mg EC. 100g™!, enquanto o contetido total de flavonoides na salsa
seca foi de 158.07 + 6.35 mg EC. 100g!, constatando que o processo de secagem é
responsavel por uma ligeira reducdo no teor de flavonoides. Foi verificado que o teor de
flavonois, flavan-3-ol e acidos fendlicos aumentaram nas especiarias analisadas apds a

secagem, sendo que os flavan-3-ols ndo foram detectaveis na amostra de salsa.

Estudos indicam que as praticas agricolas que utilizam a aplica¢do de uma alta
salinidade transitoria (NaCl 240 mM) e tratamentos com pH alto (KHCO3 a 20 mM, pH
12), variando em condigdes ricas em substrato e livres de substrato no solo, afetam
diretamente a qualidade e o rendimento de alguns compostos relacionados a saude em
ervas aromaticas, incluindo a salsa. Diferentes substratos influenciaram o teor de
flavonoides nas folhas de salsa, tendo sido o maior conteudo de flavonoides totais (EC)

registrado nos extratos de plantas cultivadas no substrato do solo da Alemanha seguido
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pelo solo da Alemanha com adi¢cdo de musgo de turfa. Os maiores incrementos no
conteudo foram (0,57%) e (0,85%) no endro e salsa, respectivamente, registradas com
plantas cultivadas no solo da Alemanha quando comparado com o solo arenoso, tendo
sido o0 menor contetido de flavonoides totais (1,055 mg/g) observado na salsa, quando

cultivada em solo arenoso sem substrato (SALEH et al., 2019).

Ja citado anteriormente, Trifunschi et al. (2012), realizou um estudo para
avaliacdo da quantificagdo de fendlicos totais e flavonoides totais presentes em extratos
de Petroselinum crispum, obtidos utilizando diferentes solventes: cloroféormio, etanol e
metanol. Dentre os solventes utilizados no experimento, temos como resultados obtidos
para o teor de flavonoides totais: em cloroférmio (4,50 mg/g EQ), em etanol (42,10 mg/g
EQ) e em metanol (25,12 mg/g EQ), que de modo semelhante ao constatado com o
conteudo de fendlicos totais, ¢ possivel constatar uma maior afinidade dos flavonoides

presentes no Petroselinum crispum em solventes de média polaridade.

As diferencas encontradas sdo atribuidas as diferencas no processo de extracao e
no tipo de solvente utilizado, metodologia experimental, condi¢des de cultivo das plantas,
visto que o tipo de solo e os substratos ali fornecidos afetam diretamente o fornecimento

de fontes de N e O para a planta.

Em um trabalho realizado por Slimestad et al., (2020), avaliando o uso das dez
ervas mais populares nas cantinas norueguesas, incluindo a salsa, foram analisadas quanto
ao contetido de flavonodides especificos e outros compostos fenolicos importantes, bem
como o teor total de fenolicos em extratos metandlicos. O conteudo de flavonoides total
¢ o de flavonas em particular foi considerado o mais alto em salsa (2065 mg .100 g”! DW),
tendo sido incluidos os derivados 7-apiosilglicosideos ¢ 7-malonilapiosilglicosdéos de

apigenina.

As plantas sdo fontes potenciais de antioxidantes naturais, sendo esses efeitos
protetores naturais tendo sido atribuidos a varios componentes, como carotenoides,
vitaminas C e E e compostos fendlicos. Muitos estudos se concentraram nas atividades
biologicas dos fendlicos, que sao antioxidantes potentes e eliminadores de radicais livres.,
sendo a classe dos flavonoides a mais abundante dentro deste grupo de metabdlitos

secundarios. As diferengas nas estruturas dos flavonoides e suas substituigdes
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influenciam a estabilidade do radical fenoxila, afetando as propriedades antioxidantes dos

flavonoides.

E possivel realizar uma correlagio entre o conteido de fenolicos, flavona,
flavonol; amostras de folhas de ervas condimentares mais escuras tinham maiores
quantidades de compostos fendlicos, flavonas e flavonois. Os niveis de flavondides e
outros fenolicos vegetais podem flutuar durante diferentes estagios de desenvolvimento

das plantas sob o estresse aplicado.

Flavonas e flavonois sdo os flavonoides predominantes encontrados em tecidos de
espécies de Apiaceae, tendo como fungdes primarias, o crescimento e propagacao de
plantas, bem como para adaptagdo a nichos ecologicos. Demonstrou-se que o0s
flavonoides protegem da radiacdo UV, fornecem pigmentacdo, mediam a interacdo da
planta com insetos ou microbios e atuam como inibidores de alimentacdo. As flavonas
(isto €, apigenina) sdo formadas por 2,3-dessaturacao direta de flavanonas naturais, como

(2S) -naringenina (GEBHARDT et al., 2007).

Uma dieta rica em flavonoides tem sido relatada com muitos efeitos benéficos a
saude, sendo relatado que uma ingestao diaria de flavonoides ¢ de 1 g como glicosideos
ou 650 mg como agliconas, enquanto outro estudo estimou uma média de apenas 23 mg
/ dia em adultos na Holanda. Em um estudo por volta de 1990, a ingestdo média de
flavanol e flavona entre os profissionais de saude dos EUA foi de aproximadamente 20 a
22 mg por dia. Informagdes indicam que, a quantificagdo da ingestdo alimentar de
apigenina ¢ dificil e apresenta grande variagdo, como a localizacdo geogréfica, a cultura
e a demografia do local. Um método primério para estimativa do nivel de ingestdo
alimentar baseia-se na avaliagdo da dieta, que inclui uma entrevista de histérico alimentar
ou questiondrios de frequéncia alimentar, e compara isso com um banco de dados de

composicao de alimentos (PROBST et al., 2018).

Meyer et al. (2006), demonstraram que apos a ingestdo das folhas de P. crispum,
enriquecida em apiina, a apigenina torna-se presente no sangue humano em altas
concentragdes. Isto ¢ possivel, pois a apiina apds sofrer uma hidrolise (seja ela acida ou
enzimadtica), gerando a liberagdo da apigenina que € absorvida, através de difusdo passiva,

e disponibilizada na corrente sanguinea.
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A salsa tem um nivel particularmente alto de apigenina que excede em muito os
outros vegetais ou condimentos. Na natureza, a apigenina ¢ tipicamente encontrada na
forma glicosilada, com a estrutura central triciclica ligada a uma fragcdo de aglcar através
de grupos hidroxila (O-glicosideos) ou diretamente ao carbono (C-glicosideos). Os
glicosideos de apigenina comuns sdo apiina, apigenina-7-O-glucosideo, apigenina-8-C-
glucosideo  (vitexina), apigenina-6-C-glucosideo  (isovitexina), apigenina-7-O-
neohesperidosideo (roifolina) e apigenina-6-C-glucosideo-8-C-arabinosideo

(scaftosideo) (WANG et al., 2019).

5.4. AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

As propriedades medicinais da salsa, como citado anteriormente, estdo
relacionados principalmente a uma ampla gama de biomoléculas presentes na planta,
sendo primeiramente atribuida aos flavonoides e depois aos componentes presentes em
seu Oleo essencial. Estudos demonstram que a apigenina, expressa fortes efeitos
antioxidantes, aumentando as atividades de enzimas antioxidantes relacionadas a

diminui¢ao do dano oxidativo aos tecidos.

Os radicais livres estao envolvidos na peroxidagao lipidica, s3o considerados um
papel fundamental na patogénese de doengas crdnicas e relacionadas a idade e estdo
implicados no envelhecimento prematuro. Uma propriedade fundamental de um
antioxidante ¢ a capacidade de eliminar os radicais livres, seja por reagdes do tipo

transferéncia de elétrons (ET) ou transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT).

Em nosso trabalho utilizamos duas técnicas in vitro para avaliacdo da atividade
antioxidante do extrato aquoso das folhas de Petroselinum crispum var crispum. O
primeiro método ¢ baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil),
baseado na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre,
o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloragdo purpura. Este ensaio se baseia no
mecanismo de SET (do inglés Single Electron Transfer) ou de transferéncia de um
elétron, processo que permite detectar a capacidade de um potencial antioxidante em
transferir um elétron e reduzir qualquer substancia, incluindo metais, carbonilas e
radicais. A substancia antioxidante age como doador de um atomo de hidrogénio quando

¢ adicionada a solu¢ao de DPPH, reduzindo o radical DPPH ¢ formando a hidrazina, desta
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forma, avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e
por este motivo nao detecta substancias pro-oxidantes (PRIOR et al., 2005; CASTELO-
BRANCO & TORRES, 2011).

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante pelo método DPPHe tém sido
apresentados de diversas formas e a falta de padronizagdo dos resultados torna dificil
comparar a capacidade antioxidante de uma mesma amostra, ou diferentes amostras
(DENG et al., 2011). A maioria dos resultados ¢ apresentada como valor de ECso ou ICso,
que ¢ definida como a quantidade de antioxidante necessario para diminuir ou reduzir a
concentragdo inicial do radical DPPHe em 50% (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
CHEN et al., 2012).

Para o célculo da atividade antioxidante total (ECso), a absorbancia equivalente a
50% da concentracdo de DPPH foi determinada pelo método desenvolvido por Ruffino
et al. (2007), através da construcao da curva padrao de DPPH, obtendo-se a equagao: y =
- 0,0467x + 1,0391; R?> = 0,8319, como demonstrado no Grifico 4 . Neste estudo, o

extrato de salsa mostrou um valor de ECso = 15,50 mg. mL.

1,400

1,200 | o

1,000 y =-0,0467x +1,0391
. R*=0,8319
0,800

0,600

Absorbancia
°

0,400 °
0,200 T @

0,000
0 5 10 15 20 25

Concentracdo pg/mL

Grafico 4: Curva de calibracdo para a determinagio da atividade antioxidante total

(AAT) do EAF de Petroselinum crispum var. crispum no Ensaio DPPH

O ensaio DPPH mede a capacidade do extrato para doar hidrogénio ao radical

DPPH, resultando em um clareamento da solugdo DPPH e quanto maior a agdo
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clareadora, maior a atividade antioxidante da substancia, que se reflete em um menor
valor de ECso. O valor de atividade DPPH (ECso) obtido, foi semelhante para outras
variedades, demonstrando ter melhores propriedades antioxidantes do que acido
ascorbico, modelo de antioxidante, constatando que esta espécie exibiu forte antioxidante
capacidade in vitro e pode ser uma fonte potencial de antioxidantes naturais (FARAH et

al., 2015).

A atividade antioxidante dos flavonoides pode ser observada no primeiro minuto
de sua incubagao com o radical DPPH, sugerindo uma cinética rapida de intera¢ao desses
compostos. A atividade de sequestro de radicais livres varia com a estrutura quimica dos
compostos, foi percebido que quanto mais por¢des hidroxilas presentes na estrutura do
flavonoide, maior ¢ a atividade antioxidante. Existem trés principais pontos na relagdo
estrutura-atividade (REA) que desempenham um papel importante na atividade
antioxidante de flavonodides: a) uma estrutura orto-dihidroxi (catecol) no anel B, para a
deslocalizagao eletronica (Figura 29A); b) ligacao dupla C2-C3 em conjugagdo com uma
funcdo 4-oxo em o anel C fornece deslocalizagdo de elétrons do anel B (Figura 29B); c)
grupos hidroxila nas posi¢des 3 e 5 que sdo doadores de ligacdo de hidrogénio, com o
grupamento oxo presente na estrutura (Figura 29C) (WHU et al., 2004; MAJEWSKA et
al.,2011; PROCHAZKOVA et al., 2011).

Figura 29: A - Estrutura orto-di-hidroxi (catecol) no anel B; B - Ligagao 2,3-dupla em

conjugacao com uma func¢ao 4-oxo no anel C; C - Grupos hidroxila nas posi¢des 3 e 5.

Albano & Miguel (2011), evidenciaram em seu trabalho com plantas da familia
Lamiaceae e Apiaceae, a correlacdo entre a presencga de contetido fendlico com atividade
antioxidante, pelo método de DPPH, principalmente em exemplos de extrato de folhas de

ervas. Tais correlagdes também foram observadas em outros estudos, direcionando uma
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busca por bioativos fitoquimicos, assim como no nosso estudo, onde foi observada uma
correlacdo positiva forte e significativa entre a atividade sequestrante do DPPH e o
conteudo fendlico de P. crispum, pertencente a familia Apiaceae, ja que esses compostos
podem doar prontamente atomos de hidrogénio ao radical. O numero de estudos da
utilizagdo de vegetais e frutas como fontes naturais antioxidantes aumentaram muito nos
ultimos anos, tendo relato principalmente dos vegetais com a maior concentragdo de
polifendis, como alcachofras, salsa e couve de Bruxelas (BRAT et al., 2007; AL-

JUHAIMI & GHAFOOR, 2011).

Hinneburg et al. (2009), relataram que o extrato hidroalcoolico de P. crispum
mostrou um valor de ECso de 12,0 = 0,10 mg mL™ ! e segundo Soto-Hernandez (2017), o
extrato aquoso da folha de salsa apresentou um valor de ECso de 26,2 mg mL™'. O teste
DPPH fornece informagdes sobre a reatividade dos flavondides frente a alguns radicais
livres e muitos estudos foram realizados para estabelecer a relagao entre a estrutura do
flavonoide e sua capacidade de sequestro de radicais (Figura 30). A atividade
antioxidante do principal flavonoide, presente na salsa, a apigenina e seus glicosideos,
foram testados por Papay (2014), que demonstrou que a aglicona (flavonoide sem agticar)
apresentou maior atividade antioxidante, o que pode ser atribuida a falta de componentes
de acucar no grupo C7-OH. Pietta (2000), demonstrou que o extrato hidroalcéolico do P.
crispum, apresenta atividade doadora de ligacdo de hidrogénio, o que contribui na
capacidade de eliminagdo do radical livre. A presenca de C-glicosideos na apigenina
apresenta um efeito negativo, reduzindo a capacidade de absor¢ao do oxigénio radicalar,

mas geralmente melhoram a atividade reacional do DPPH frente radicais hidroxila.
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Figura 30: Eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (R ) por flavonodides. O radical livre
F1-O « pode reagir com um segundo radical, adquirindo uma estabilidade através da estrutura de

quinona.

Também muito utilizado para avaliar atividade antioxidante invitro, € o ensaio de
poder antioxidante redutor férrico (FRAP), que encontrou aplicacdes crescentes na
avaliacdo dos componentes antioxidantes dos polifendis da dieta. O ensaio FRAP
depende da redug@o de um complexo férrico de tripiridiltriazina [Fe (III) -TPTZ):] para
o complexo ferroso de tripiridiltriazina [Fe (II) -TPTZ) 2] por um antioxidante, geralmente

em uma condic¢do ndo fisiolégica com baixo pH, cerca de 3,6 (ARUOMA, 2003).

O ensaio FRAP ¢ um método direto relativamente simples, rapido e barato de
medir a atividade antioxidante combinada ("total") de antioxidantes redutores (doadores
de elétrons) em uma amostra. Um fator limitante na rea¢do ¢ a capacidade total ou
combinada de doagdo de elétrons de antioxidantes redutores presentes na amostra
adicionada a mistura de reagdo. O ensaio ndo envolve geragao de radical ou o sequestro
de radicais formados, mas utiliza uma simples reacdo redox, realizada em condig¢des fixas,
nas quais uma molécula oxidante muda de cor quando ¢ reduzida pela agdo combinada
do redox ativo, agentes redutores, doadores de elétrons (antioxidantes) presentes na

amostra, onde ocorrer uma reagdo de transferéncia de elétrons (BENZIE et al., 2017).

Para o célculo da atividade antioxidante total pelo método FRAP, foi obtida a
equacdo da curva padrio: y = 0,5302x — 0.0409; R? = 0,976, conforme Grifico 5. Os
valores de FRAP foram expressos em milimolar (mM) de equivalentes de FeSO4 por

miligrama de extrato de metanol de planta seca. Em nosso estudo, os extratos de P.
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crispum var crispum apresentaram um valor de 189,8 mM de Fe (II)/mg de extrato da

salsa, avaliando a atividade de FRAP.
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Grafico 5: Curva de calibragdo para a determinacao da atividade antioxidante total

(AAT) do EAF de Petroselinum crispum var. crispum no Ensaio FRAP

Os valores de pH tém um efeito importante na reducdo da capacidade
antioxidante, pois sob condi¢des acidas, a reducdo da capacidade pode ser suprimida
devido a protonacao dos compostos antioxidantes, enquanto nos meios basicos ocorre a
dissociacdo de protons de compostos fenolicos, o que pode aumentar a capacidade de

reduzir uma amostra (HUANG et al., 2005).

A dependéncia temporal do FRAP pode estar associada a diferentes taxas de
reacdo do complexo, devido a presenca de fendlicos com reatividade diferente (moléculas
antioxidantes com reatividade rapida, média e lenta) que interagem de forma
independente e / ou presenga de metabolitos altamente reativos ao complexo Fe**-TPTZ.
Durante a realizagdo da metodologia, foi necessario aumentar o tempo de incubacdo da
amostra com o reagente FRAP, as correlagdes aumentaram significativamente (FRAP-30
e FRAP-120), indicando que esses extratos contém uma mistura complexa de fendlicos
que exibem menor reatividade, exigindo mais tempo para reduzir o Fe**"TPTZ na forma

ferrosa.
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Tiveron (2010), relatou que o extrato etandlico de P. crispum apresentou um valor
de 100mM de Fe (II)/mg de extrato de planta seca, avaliando a atividade da FRAP, como
nossos resultados. Estudo realizado por Tang et al. (2011), avaliou extratos de folhas de
P. crispum foram avaliados por suas propriedades antioxidantes e avaliando a protecao
contra danos ao DNA, sem os extratos obtidos processo sequencial usando hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e d4gua. Dentre os extratos testados, o extrato de
diclorometano de P. crispum exibiu o maior valor de FRAP (0,360 + 0,009 mmol g-1, P
<0,05). A analise de correlacdo de Pearson foi realizada para avaliar a relacdo entre o
conteudo fendlico e as atividades de reducao férrica dos extratos de folhas da salsa,
identificando correlagdo positiva, o que indica que os compostos fendlicos presentes em
P. crispum contribuiram para a sua atividade redutora. A capacidade redutora dos extratos
sugere sua capacidade de doar elétrons para reduzir a tripiridiltriazina férrica (Fe*" -
TPTZ) ao complexo ferroso (Fe?"-TPTZ). Isso implica que o extrato de P. crispum pode
fornecer protecdo antioxidante contra radicais em sistemas bioldgicos reais, doando

elétrons a radicais e bloqueando reagdes em cadeia de radicais.

Os fenolicos totais e os flavonoides sdo compostos bioativos altamente
correlacionados entre si e com a atividade antioxidante, dependendo do método de
quantificagdo. As maiores correlagdes entre fendlicos totais e atividade antioxidante
foram obtidas com DPPH e FRAP, enquanto para os teores de flavonoides foram obtidas
com ABTS e FRAP. Portanto, a atividade antioxidante determinada com FRAP foi
correlacionada com os contetidos de fenodlicos totais ¢ flavonoides. Essas altas correlagdes
sdo de grande importancia, pois mostram que os fenolicos totais produzidos sdo, em sua
maioria, flavonoides associados a atividade antioxidante, principalmente quando
quantificados pelo método FRAP. Algumas dessas correlagdes ja foram encontradas em

outros estudos (Tabela 3).
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Tabela 3: Conteudos fenolicos e flavonoides totais e avaliacdo da capacidade

antioxidante invitro do EAF de P. crispum var. crispum

Ensaios Petroselinum crispum var crispum
Fenolicos Totais (mg GAE/g, ess) 12,49 £ 1,70
Flavonoides Totais (mg QE/g, ess) 15,05 +£2,20
EC50 (mg /mL) (DPPH) 15,50
FRAP (mM Fe (II)/mg ess 189,8

5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VIVO — MODELO EM
CELULAS DA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

Ensaios microbianos in vivo utilizando-se, principalmente, células eucarioticas da
levedura Saccharomyces cerevisiae t€m se mostrado muito adequados para determinagdo
da capacidade antioxidante de diferentes compostos, fornecendo resultados rapidos,
reprodutiveis e passiveis de serem correlacionados ao observado em mamiferos. Vérias
razdes tornaram essa levedura um dos melhores modelos de sistema eucaridtico
unicelular para estudos de estresse oxidativo, principalmente por seu metabolismo ser
semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativagao metabolica
(citocromo Pas0). Os ensaios em células eucaridticas permitem a avaliagcdo da atividade
antioxidante de inimeros compostos de forma rapida, econdmica e reprodutivel; e os
resultados obtidos podem ser mais facilmente extrapolados para as células humanas, em
contrapartida a muitos ensaios antioxidantes realizados de forma in vitro e sem qualquer

relagdo com o ambiente citoplasmatico celular. (SOARES et al., 2005).

5.5.1. Avaliacao da Toxicidade Celular do Extrato Vegetal
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A avaliagdo da toxicidade do extrato vegetal ¢ o primeiro passo a ser realizado em
estudos que envolvem a andlise da capacidade antioxidante de substancias naturais.
Inicialmente determinamos a toxicidade do extrato de Petroselinum crispum var crispum
frente a células de Saccharomyces cerevisiae em concentragdes de 0,131 mg.mL™! (E1)
e 0,226 mg.mL"! (E2) (Grafico 6). De acordo com os resultados de sobrevivéncia celular,
a exposicao ao extrato de salsa ndo apresenta alta toxicidade, visto que de acordo com o
grafico constatamos que a exposi¢ao frente a E2 alcangou o mesmo nivel das células do
ensaio controle. De modo complementar, um ensaio antioxidante utilizando coldnias de
células crescidas em placa apds a exposi¢do ao extrato de salsa e peréxido de hidrogénio,
apresentou resultados que revelaram atividade antioxidante idéntica para ambas as
concentragdes (44,67 £ 9,50% para E1 e 46,33 + 5,51% para E2) comparados as células
submetidas a estresse oxidativo (26,50 £ 8,89%) (p < 0,05).
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Grafico 6: Exposicao de células de levedura ao extrato de salsa (E1 e E2) com ou sem pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio (1,0 mM) por 1 hora. Os resultados representam a média

+ desvio padrao de pelo menos trés experiéncias independentes. Letras diferentes significam
resultados estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Uma outra maneira de avaliar a acdo antioxidante do extrato de salsa frente ao
estresse oxidativo causado pelo H202 ¢ determinando a integridade das membranas
celulares através do ensaio de lipoperoxidagdo. A formacgao de malonaldeido (MDA) esta
diretamente associada a danos na membrana plasmatica. No ensaio de peroxidagao
lipidica, as concentragdes de extrato de salsa foram aumentadas para 0,339 mg.mL™ !

(E3), 0,452 mg.mL™ ' (E4) e 0,565 mg.mL™ ' (E5), uma vez que os resultados de
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toxicidade e atividade antioxidante em E1 e E2 foram baixos. Os resultados
demonstraram que o extrato de salsa diminuiu de forma dose-dependente a peroxidagao
lipidica em relagdo as células estressadas (p < 0,05). Embora o E3 ndo seja
estatisticamente diferente das células expostas ao peroxido de hidrogénio de modo
isolado, as concentragdes de E4 e E5 diminuiram de 316,44 + 34,92 pmol MDA por mg
de célula (estresse oxidativo) para 139,86 + 43,78 pmol MDA por mg de célula e 93,44
+ 0,69 pmol MDA por mg de célula, respectivamente (Grafico 7). E importante salientar
que E3 e E4 sdo estatisticamente iguais ao grupo controle, enquanto E5 estava abaixo do
valor controle (p < 0,05). A peroxidacao lipidica ndo diminuiu quando as concentragdes

de El e E2 foram analisadas (dados ndo mostrados).
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Grifico 7: Quantificacdo dos niveis de peroxidagéo lipidica de células sob estresse oxidativo
(H20, 1,0 mM) pré-tratadas com concentragdes crescentes de extratos de salsa E3 (0,339 mg.mL"
", E4 (0,452 mg.mL™") e E5 (0,565 mg.mL™"). Os resultados representam a média + desvio padrio

de pelo menos trés experiéncias independentes.

Nao hé relatos na literatura de trabalhos que avaliaram a atividade antioxidante do
extrato aquoso da salsa crespa em modelos de leveduras, como o utilizado em nosso
estudo. Alguns estudos utilizando a salsa lisa sdo relatadas na literatura, com o uso de
outros modelos experimentais. Dorman et al., (2011) realizaram um estudo utilizando o
extrato aquoso de Petroselinum crispum, avaliando as propriedades citotdxicas,
apoptdticas e antioxidantes. Na avaliagdo da citotoxicidade, o extrato foi avaliado quanto
ao seu efeito na fragmentacdo do DNA mediada por oxidacao e degradacao de proteinas;

sendo possivel demonstrar que a salsa demonstra tendéncias pro-oxidantes em modelo
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baseado em proteinas, mas ndo em um modelo baseado no DNA, bem diferente do

modelo que utilizamos nesse trabalho.

Nielsen et al. (2001) realizaram uma pesquisa onde sete homens e sete mulheres
participaram de um estudo randomizado cruzado para estudar o efeito da ingestao de salsa
(Petroselinum crispum), avaliando a excrecdo urinaria de flavonas e alguns
biomarcadores para estresse oxidativo. A interven¢do resultou em aumentos
significativos nas duas enzimas antioxidantes avaliadas, GR e superdxido dismutase.
Além disso, houve uma reducao no tempo de atividade de todas as enzimas antioxidantes
analisadas durante a intervencdo com reducdo da dieta ofertada, podendo ser

correlacionada com a baixa ingesta de frutas e vegetais verdes.

Justessen et al. (2001) realizaram um estudo onde ocorreu a adicao de ervas
frescas em pratos dinamarqueses, avaliando a sua contribuicdo didria na ingesta de
antioxidantes, sendo constatado que o P. crispum apresentou consideravel aumento nas
enzimas antioxidantes, possivelmente refletindo uma resposta adaptativa pelo sistema de
defesa de enzimas antioxidantes endoégenas, quando ingerido alimentos ricos em

flavonoides.

5.5.2. Exposicoes a Apiina e Impactos na Toxicidade

O potencial antioxidante observado no extrato de salsa ¢ diretamente relacionado
ao efeito sinérgico de todos os constituintes presentes no extrato aquoso. E relatado que
a apiina ¢ um desses constituintes e tem uma concentracao aproximada de 6% no extrato,
no entanto, existem poucos estudos revelando a atividade antioxidante da apiina. O
primeiro passo ¢ determinar as concentragcdes ndo toxicas das células capazes de gerar
uma resposta protetora ao processo de estresse oxidativo, sendo entdo verificados os

niveis de toxicidade dependentes da dose e do tempo de exposicao a apiina.

Inicialmente foi necessario determinar o grau de toxicidade do reagente DMSO
utilizado para solubilizar a apiina. Para isso, foram separados dois grupos com células de
Saccharomyces cerevisiae juntamente com o DMSO ou com a solu¢do de apiina
preparada com DMSO em diferentes concentragdes. Estas duas situagdes tém o objetivo

de realizar um comparativo entre a acdo do DMSO e a agdo da apiina na presencga do
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DMSO nos diferentes momentos adotados, uma vez que os efeitos gerados poderiam ser

sinérgicos e causar variacao durante a coleta de resultados.

A solucdo de apiina foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) a uma
concentragdo abaixo de 3% v/v, e as células foram incubadas em DMSO sem a presenca
de apiina. O DMSO nao foi toxico para as células apds incubagao por 1 e 2 horas em
concentragdes de apiina de 0,01 e 0,1 mM (p < 0,05). Contudo, apos 24 horas os
resultados mostraram 107,00 + 4,24 % (controle), 69,67 + 7,50 % (DMSO) ¢ 56,00 9,16
% (0,01 mM de apiina), revelando ndo toxicidade apenas em 109,33 + 8,48 % (0,1 mM
de apiina) (Grafico 8). Em 1,0 mM de apiina houve toxicidade dependente do tempo para
todos os outros tratamentos (p < 0,05). Estes resultados foram comparados com os de um
experimento controle sem a presenca de DMSO ou solucdo de apiina; portanto, as
concentragdes de 0,01 mM e 0,1 mM de apiina e o tempo de 1 hora de incubagao foram

os selecionados para os demais experimentos.
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Grafico 8: Exposi¢do de células de levedura a cinco condi¢des diferentes: controle (apenas
células), DMSO (solvente) e diferentes concentragdes de apiina (0,01 mM, 0,1 mM e 1,0 mM).
As colonias foram contadas apos um periodo de 48 horas.

O grafico 8 representa a porcentagem de sobrevivéncia das células nas cinco
condigdes de exposicdo as amostras determinadas, analisadas em trés periodos de
incubacgdo diferentes. Os resultados obtidos mostram que a exposi¢cdo por tempo
prolongado, de 24 h, leva a uma diminuicao da porcentagem de sobrevivéncia das células
em trés dos cinco grupos estabelecidos. Além disso, a duragdo de 24 h demandava mais
recursos, gasto energético e duracao de experimento; logo reduzir essa laténcia evitaria

tornar o experimento dispendioso.
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A avaliagdo do potencial antioxidante in vivo de substancias exogenas depende de
algumas variaveis, entre elas: absor¢ao e biodisponibilidade em condigdes fisioldgicas,
tipos de radicais livres gerados no processo oxidativo e concentragdo plasmatica ideal
para desempenhar sua atividade antioxidante; tendo sido relatados em alguns estudos que
um aumento da duracdo de exposi¢ao e concentracao de substancias que tenham potencial
antioxidante pode gerar um efeito contrario, reduzindo a sobrevivéncia dos
microrganismos, em oposi¢cdo ao proposto no presente trabalho (BIANCHI et al., 1999;

D’ARCHIVIO et al.,2010).

Essa andlise dos fatores abordados foi importante para orientar a defini¢do do
tempo de exposi¢do as substincias e as concentragdes escolhidas para os ensaios
posteriores e, a partir de entdo, foram definidas que as exposi¢des seriam de 1 hora. Este
periodo de incubacdo ¢ regularmente adotado para o modelo bioldgico usado. Por fim, o
ensaio de toxicidade forneceu informagdes primarias sobre a utilizacdo da apiina na
presenca do DMSO, mostrando que nao haveria interferéncia significativa na utilizacdo
desse solvente sobre a sobrevivéncia celular. Além disso, permitiu afirmar que as
concentragoes de 0,01 mM e 0,1 mM apresentaram melhores resultados que a
concentragdo de 1,0 mM quanto a toxicidade, sendo a concentracdo de 0,1 mM a maior

concentragdo ndo toxica que poderia ser utilizada para os ensaios subsequentes.

5.5.3. Comparaciao da Viabilidade Celular através do Potencial Antioxidante dos

Flavonoides (Apiina e Apigenina)

O ensaio de viabilidade celular visa essencialmente avaliar a prote¢do gerada
pelos flavonoides em situagdes de estresse oxidativo. Essa medida ¢ dada pela contagem
das unidades formadoras de coldnias a partir de células viaveis que foram expostas a

potenciais substancias antioxidantes e a agentes estressantes.

A fim de avaliar e comparar o potencial antioxidante dos flavonoides foram
utilizadas diferentes abordagens, com enfoque no pré e no pos-tratamento frente ao agente
causador de estresse oxidativo; e, para tanto, utilizou-se as concentragdes determinadas a
partir do ensaio de toxicidade para incubagdo, sendo de 0,1 mM para apiina e

consequentemente 0,1 mM para apigenina, bem como o tempo de exposicao de 1 hora.
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Para detectar se a apiina (flavonoide glicosilado) poderia proteger as leveduras do
estresse oxidativo, a suspensdo celular foi submetida a incubagcdo com H202 em
concentragdes de 0,5 mM e 1,0 mM antes e apOs a incubacao com a apiina isolada na
concentragdo de 0,1 mM (maior concentracdo nao toxica). O ensaio com incubagao
anterior com peroxido de hidrogénio (0,5 mM) e incubag¢do subsequente com apiina
revelou que houve retomada da viabilidade celular. O mesmo resultado foi encontrado no
ensaio reverso com apiina e o peroxido de hidrogénio. Ao usar peroxido de hidrogénio
na concentra¢do de 1,0 mM, apenas as células previamente incubadas com apiina mostrou
viabilidade aumentada (Grafico 9), onde ¢ demonstrado a quantidade de células vidveis
em diferentes tipos de condigdes a que foram submetidas, utilizando-se inicialmente a

apiina e o H20:.

2001
Hl Control
> ol a H202 0.5mM
Q a = H2021.0mM
2 T EH H202 0.5mM + apiin
= 100- &2 H202 1.0mM + apiin
S apiin + H202 0.5mM
T 901 771 apiin + H202 1.0mM
(&)
0..

Grafico 9: Exposicdo de células de levedura a duas condigoes diferentes. Pré-tratamento com
perdxido de hidrogénio (0,5 mM e 1,0 mM) por 1 hora e tratamento subsequente com apiina (0,1
mM) por 1 hora. Pré-tratamento com apiina (0,1 mM) por 1 hora e tratamento subsequente com

peréxido de hidrogénio (0,5 mM e 1,0 mM) por 1 hora.

Analisando os resultados obtidos percebe-se que o grupo controle sem exposi¢cao
a nenhum agente manteve-se viavel, provando que a metodologia adotada e as condi¢des
de cultivo foram eficientes para o crescimento adequado. No ensaio com exposi¢ao
exclusiva de H202 ocorreu uma redugao drastica da viabilidade, causada pelo estresse
oxidativo e uma inabilidade das células em se proteger suficientemente contra o peroxido

de hidrogénio, tanto na concentragdo de 0,5 mM quanto em 1,0 mM.

Uma vez realizando a pré-incubagao das células pelo tempo de 1 h com o H2O2a

0,5 mM e 1,0 mM, e posteriormente fazendo o tratamento com a apiina na concentragao
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de 0,1 mM, ocorreu uma retomada da viabilidade celular; porém, a significancia deste
aumento € vista apenas com a menor concentragao do agente estressante, o que indica que
em baixas concentracdoes de H202 a apiina mostrou ter eficdcia contra o estresse e

protegeu as células.

Este mesmo fato foi percebido quando ocorreu pré-incubagdo com a apiina a 0,1
mM e posteriormente a incubagdo com H202. Observando o pos-tratamento com H202 a
0,5 mM, a apiina foi capaz de manter uma maior viabilidade celular quando utilizada
antes da exposicdo ao agente estressor, confirmando mais uma vez que em baixas
concentracdes do agente estressante a apiina exerce efeito protetor. E notavel também
que, quando a apiina foi incubada com a maior concentracdo do H2O2, ocorreu protegao,

que em termos significativos, foi semelhante ao grupo controle.

Em suma, a apiina foi capaz de proteger as células, garantindo maior viabilidade
celular quando utilizada previamente ao estresse causado pelo H202 ou em baixas
concentragdes do mesmo. Por ser um flavonoide semelhante a apigenina, diferindo apenas
devido a glicosilagdo, procedeu-se em seguida para uma analise com este outro flavonoide
sob as mesmas condigdes de exposi¢do, com excecao ao pré-tratamento com apigenina.
O intuito foi de avaliar e comparar os resultados de protecao e viabilidade celular gerados

apos o estresse oxidativo causado.

O ensaio de viabilidade celular utilizando o antioxidante apigenina mostrou que
apenas a apigenina nao foi suficiente para causar um aumento na viabilidade celular.
Nesse caso, os valores foram estatisticamente semelhantes ao das células que foram
estressadas apenas com o agente oxidante, conforme demonstrado na Grafico 10, quando
a apigenina a 0,1 mM foi utilizada no pos-tratamento perante a presenca do H202; e além
disso foi realizado um experimento utilizando ambos os flavonoides para avaliar um
possivel sinergismo na condicdo mais estressante, que era quando o peroxido de

hidrogénio na concentracdo de 1,0 mM era exposto previamente as células.
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Grafico 10: Exposicdo de células de levedura a duas concentragdes diferentes de H>O, (0,5 mM
e 1,0 mM), com tratamento subsequente com apigenina (0,1 mM); e apiina (0,1 mM) + apigenina
(0,1 mM) durante 1 h.

Os resultados mostrados no grafico foram usados como parametro de comparagao
entre os flavonoides. Avaliando novamente o grupo controle, os métodos usados foram
capazes de gerar viabilidade celular adequada quando ndo ocorria exposi¢ao a qualquer
das substancias. Nas concentragdes do agente estressante adotadas houve reducdo da
viabilidade como previsto. Um aspecto importante a ser ressaltado ¢ que a apigenina
usada no pos-tratamento ndo foi suficiente para causar aumento da viabilidade celular. Os
resultados revelaram que ndo houve variagdo significativa na viabilidade tanto na
presenca quanto na auséncia de apigenina, sendo considerado estatisticamente semelhante
ao estresse causado somente pelo peroxido. No entanto, ao observar o resultado
promovido pela mistura da apiina e apigenina, ocorreu um aumento da viabilidade celular
quando comparado ao ensaio somente com apigenina ou H20:, indicando que
possivelmente houve um resultado sinérgico com a adi¢ao da apiina, gerando resultados

ligeiramente superiores quanto a viabilidade celular, porém nado com a eficacia esperada.

Em nosso estudo, a apigenina a uma concentragdo de 0,1 mM nao reverteu os
efeitos causados pelo peroxido de hidrogénio (0,5 mM e 1,0 mM) na viabilidade celular
comparado com o mesmo tratamento com apiina nas células sob estresse oxidativo. Isso
mostra que a apigenina nem sempre pode ser considerada uma molécula antioxidante

contra H2O2 em ensaios in vivo.

Os flavonoides apigenina e apiina sdo os compostos ativos identificados em P.
crispum e estudos demonstraram seus potenciais propriedades antioxidantes. No entanto,

existem poucos estudos que investigam a atividade antioxidante da apiina em modelos

110



celulares. No trabalho realizado por Li et al. (2014) realizado com folhas de aipo (Apium
graveolens L. var. dulce) foi apresentada uma importante matriz fendlica, onde
compostos fenolicos foram isolados para a avaliagdao dos efeitos antioxidantes in vivo.
Um flavonoide foi identificado, apds isolamento e purifica¢do, como a apiina por LC/MS’
que apresentou atividade biologica semelhante ao ja relatado com a apigenina, no entanto
sem relatos significativos, na época, sobre avaliacdo da atividade antioxidante da apiina

in vitro € em in vivo.

A atividade antioxidante foi realizada utilizando num estudo in vivo, sendo que
todos os dados foram medidos, incluindo o MDA e a lipofuscina (LPF), bem como as
atividades da superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase
(CAT) e a capacidade antioxidante total (TAOC), no soro, cérebro, coragao, figado e rim.
Os resultados mostraram que a apiina teve uma atividade de eliminagdo notavel de
radicais livres nos ensaios do MDA e no LPF, promovendo um incremento no TAOC e

melhoras significativas nas atividades de SOD, GSH-Px e CAT (LI et al., 2014).

5.4 Protecao dos Flavonoides contra Lipoperoxidacao (Método TBARS)

O ensaio de peroxidacao lipidica consiste na lesdo das membranas das células a
partir da reacdo dos radicais livres com os acidos graxos insaturados ali presentes,
formando lipideos peroxidados que podem gerar danos na estrutura da membrana e o seu
comprometimento. Neste caso, uma vez que a membrana ¢ danificada, isto causa
alteragdes na sua permeabilidade e prejudica a troca idnica, expondo o conteudo

intracelular causando alteragdes diversas que podem culminar na morte celular.

No ensaio de peroxidacdo lipidica apds pré-tratamento com H202 (1,0 mM) e
incubacdo subsequente com apiina ou apigenina (0,01 mM e 0,1 mM), uma diminui¢ao
nos niveis de peroxidacao dos lipidios foi observada nas duas concentragdes dos dois
flavonoides, sendo mais pronunciado com 0,1 mM de apiina (46% de diminui¢do em
relacdo as células sob estresse oxidativo) com valores semelhantes ao controle. Nesse
caso, a apigenina também foi capaz de diminuir os danos a membrana celular, com
eficiéncia semelhante a apiina em ambas as concentracdes. No entanto, a incubagao
articular com os dois flavonoides ndo mostrou efeito sinérgico, igual ao verificado no

ensaio de viabilidade celular (Grafico 10).
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No presente trabalho, apos utilizar as condi¢des adotadas, foram obtidos os

resultados dos niveis de peroxidacao lipidica apontados abaixo:
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Griafico 11: A peroxidagdo lipidica foi medida como pmol de MDA (malondialdeido) pelo
método de TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitirico). As células sobre estresse foram
incubadas com apiina (0,01 mM e 0,1 mM); apigenina (0,01 mM e 0,1 mM); e apiina + apigenina
(0,1 mM + 0,1 mM) durante 1 h.

Conforme pode ser visto no grafico 11, tém-se a quantidade de MDA gerada como
subproduto da reagdo de peroxidagdo nas diferentes condicdes que as células foram
submetidas. Naturalmente, o grupo controle como ndo foi exposto as substancias gerou
menor quantidade de MDA, que ¢ contrastante quando comparado ao grupo que foi
exposto ao H202, onde a quantidade de MDA foi potencializada, demonstrando grande

danos as membranas celulares.

No momento de utilizacdo da apiina foi notorio que a concentracao de 0,01 mM
mostrou resultados menores que os induzidos pelo H2O2, porém ainda elevados quando
comparados ao controle. Ao analisar os resultados obtidos com a concentra¢ao de 0,1 mM
da apiina percebeu-se uma reducao pronunciada da peroxidacdo em comparagao com o
H20:2, e estes resultados aproximaram-se dos obtidos no grupo controle, indicando que tal

concentragcdo gerou efeitos positivos nas células.

Observando os resultados da apigenina e fazendo um comparativo, ¢ pertinente
afirmar que os resultados obtidos nas mesmas concentragdes de apiina e apigenina foram
semelhantes, indicando que para este ensaio a eficiéncia de ambos os flavonoides

alcangou niveis abaixo do grupo tratado com H202. No tocante a mistura dos flavonoides
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para este ensaio ndo houve sinergia na habilidade de reduzir a lipoperoxida¢do, o que ¢

corroborado ao rever os resultados sinérgicos obtidos na viabilidade celular.

Geralmente a glicosilagdo dos grupos hidroxila diminui a capacidade antioxidante
dos flavonoides, possivelmente pela perda das hidroxilas livres, que estdo em sistemas de
ressonancia com o anel aromadtico. No entanto, um estudo mostrou que os flavonoides
glicosilados tém atividade antioxidante semelhante a sua forma ndo glicosilada, como no
caso da naringenina (aglicona) e naringina (glicosilado). Jiménez-Aliaga et al. (2011)
relatam que os flavonoides glicosilados sdo capazes de regular o estado redox intracelular,
através da modulacdo da expressdo génica do carater antioxidante. No caso da quercetina
e rutina, ambos inibem a formacgdo de agregados B-amiloides, contribuindo para a
desintegracdo dos agregados neurofibrilares, reduzindo o estresse oxidativo desses
processos, porém, a rutina provou ser muito mais eficaz na inibi¢do da enzima -
secretase, responsavel pela formacao de peptideos amiloides e o consequente surgimento

de agregados.

Existem duas possiveis interagdes relevantes entre flavonoides e as bicamadas
lipidicas: (i) a adsor¢dao na superficie da membrana pela interacdo dos flavonoides
hidrofilicos com a cabeca polar dos grupos de lipidios na interface agua-lipidio; e (ii) a
parti¢do do flavonoide na parte apolar do nlicleo da membrana plasmatica, associado a
sua natureza hidrofobica. Além da reatividade dos radicais livres ditados por sua estrutura
quimica, interagdoes de flavonoides com membranas podem contribuir para determinar
sua capacidade antioxidante. Além disso, como mostrado recentemente, as intera¢des da
superficie flavonoide-membrana podem proteger a integridade da bicamada lipidica de

agentes desreguladores (ARORA et al., 1998; VERSTRAETEN et al., 2003)

Resultados apresentados no trabalho realizado por Erlejman et al. (2004)
enfatizam a importincia de considerar ndo apenas a estrutura quimica dos flavonoides,
mas também a natureza das interagdes entre essas moléculas e a membrana bioldgica,
para poder estimar o potencial antioxidante de um flavonoide. Mesmo quando diferentes
familias de flavonoides fossem igualmente eficazes na prote¢ao aos lipidios a oxidantes
soliveis em agua, diferengas significativas entre essas substancias foram encontradas
realacionadas a capacidade protetora contra danos induzidos por oxidantes lipossoluveis.
Os flavonoides mais hidrofilicos estabelecem ligagdo de hidrogénio com o grupamento

polar de fosfolipidios na interface das membranas; consequentemente os flavonoides
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podem fornecer uma certo nivel de protecdo para a bicamada contra agressores externos
e internos, contribuindo para preservar a estrutura e fungdo de membranas bioldgicas,

sendo este um fator que contribui para a capacidade antioxidante dos flavonoides.

Existem poucos relatos de estudos que analisaram o potencial antioxidante da
apiina, principalmente em modelos bioldgicos como em células de levedura
(Saccharomyces cerevisiae). No nosso estudo foi constatado que a apiina era nao toxica
nas concentracdes de 0,1 mM e 0,01 mM (Grafico 8), apresentando agdo antioxidante em
células sob estresse e em células pré-tratadas com apiina e posteriormente submetidas ao
estresse oxidativo. O tratamento inicial causou protecdo contra o estresse causado pelo
peroxido de hidrogénio, € o mesmo foi verificado na avaliacdo da retomada do
crescimento apos o tratamento com H2O2 (Graficos 9 e 10). Isso ndo foi observado para
as células expostas a apigenina, mostrando que a apiina apresentou maior efeito
antioxidante do que a apigenina nas mesmas condi¢des. Além disso, o teste de
malondialdeido (MDA) mostrou diminuicdo da peroxidagdo lipidica quando as células
foram pré-tratadas com apiina ou apigenina em ambas as concentragdes, com um efeito
maior no concentracdo de 0,1 mM (Grafico 11). No entanto, o tratamento das células
com os dois flavonoides ndo aumentaram o grau de protecdo antioxidante, nao mostrando
sinergismo entre os dois compostos. Embora os testes de apigenina ndo mostrassem
atividade antioxidante ou sinergismo com apiina, os resultados com extrato de salsa
revelou acdo antioxidante na viabilidade celular e no ensaio de peroxidacao lipidica
(Graficos 6 e 7). Estes resultados sugerem que o sinergismo € responsavel pelo potencial
antioxidante do extrato aquoso de salsa, e que a apiina provavelmente contribui muito

para essa atividade observada.
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6. CONCLUSOES

A obteng¢do do o extrato aquoso de folhas de Petroselinum crispum var. crispum, pelo
método de decocg¢do permitiu realizar o isolamento do flavonoide majoritario, e
conseguinte ao processo de hidrolise acida, o isolamento do flavonoide minoritario
presente na amostra foi obtido com 90% de pureza, sendo ambos utilizados

posteriormente para os ensaios biologicos.

Os dados obtidos do estudo da composicdo quimica do decocto das folhas de
Petroselinum crispum var. crispum, através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas, permitiu a identifica¢ao de vinte e sete flavonoides
glicosilados com esqueleto de flavonas e flavonois, sendo 7 destes compostos ainda nao

tendo sido relatado na literatura para a espécie em estudo.

Existem poucos relatos de estudos que apresentem os teores de fendlicos e
flavonoides totais para P. crispum var. crispum, mas os resultados obtidos para o extrato
de salsa crespa apresentaram teores semelhante ao ja relatado para a espécie. A avaliag@o
da capacidade atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP, também relatado
poucas vezes na literatura, indicaram uma resposta positiva frente aos mecanismos de
acdo avaliados no combate aos radicais livres e através desses resultados pode-se observar
uma correlacdo do potencial antioxidante com a presenga do maior teor de compostos

fendlicos e flavonoides.

Neste estudo, utilizamos um modelo em levedura de S. cerevisiae, semelhante as
células de mamiferos para a avaliagdo antioxidante invivo, nao tendo sido relatados
estudos da atividade antioxidante da salsa crespa em nenhum modelo celular até o
momento. Cabe ressaltar que os resultados obtidos de peroxidacao lipidica apresentaram
que a apiina diminuiu em 46% a lesdo das membranas das células em comparagdo as
células estressada, além de ser possivel uma resposta positiva em relacdo a capacidade
antioxidante de extrato de salsa, através dos resultados obtidos. Diferentemente ao ja
relatado em literatura para ensaio invitro, a apigenina nao demosntrou efeito antioxidante

no modelo invivo estudado.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo promissores sob o ponto de vista
quimico e medicinal, incentivando a continuidade dos experimentos a fim de aprofundar

o conhecimento dos fitoconstituintes encontrados neste estudo € os mecanismos descritos
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para flavonoides. Portanto, sugere-se que mais estudos sejam realizados para incrementar

a busca por da correlagdo completa do seu potencial terapéutico antioxidante.
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