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1 Introducéo

Nos altimos anos tem crescido bastante o nimero de trabalhos relacionados a atividade de
extrato de plantas em sistemas bioldgicos. O estudo dessas atividades medicinais tem crescido no
Brasil devido a grande variedade da flora brasileira, estimada em mais de 40.000 espécies. Plantas
produzem uma variedade de compostos antioxidantes, que combatem espécies reativas de oxigénio
(EROs) contra danos moleculares. A capacidade antioxidante de um composto, seja quelando ions
metalicos como o ferro ou sequestrando radicais livres, pode levar a uma inibicdo da peroxidacdo
lipidica. Danos oxidativos em membranas dependem de varios fatores, tais como as intera¢fes do
composto com membranas e proteinas. A avaliacdo da atividade antioxidante de compostos
extraidos de plantas, bem como de alteracdes em membranas e proteinas tem fornecido informacdes
importantes para alcancar novas formulacdes medicinais [1,2,3].

EROs, tais como o radical hidroxila, peroxido de hidrogénio e anion superdxido, sdo
produzidas como subprodutos em organismos aerébicos, e tém sido envolvidas na patologia de uma
série de doengas humanas, tais como cancer, aterosclerose, diabetes mielitus, hipertensdo, AIDS e
no envelhecimento [4,5]. Radicais livres sdo moléculas instaveis que possuem elétrons
desemparelhados e que necessitam adquirir elétrons de outras moléculas para atingirem a
estabilidade. Sendo assim, eles reagem facilmente com compostos vizinhos oxidando-os [6]. Nos
organismos vivos, a fungédo dos antioxidantes é impedir que os radicais livres (formados a partir de
reacOes das EROs) promovam danos as células e tecidos. Uma maneira, atualmente popular, de
avaliar os efeitos antioxidantes de moléculas é baseada no uso de radicais livres estaveis, tais como
0 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) [7].
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Este meétodo consiste em medir a concentracdo do radical livre DPPH, em contato com
substancias antioxidantes, por meio da técnica de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) ou
da espectroscopia 6tica. A medida que o efeito antioxidante € detectado a intensidade do espectro de
absorcédo diminui [7].

Entretanto, o grande interesse pelas pesquisas com compostos extraidos de plantas ndo se
restringe apenas a sua atividade antioxidante. Ha4 um grande nimero de pesquisas relacionadas ao
efeito de substancias naturais com capacidade de aumentar a permeacédo da pele, visando viabilizar
a liberacdo de farmacos através deste tecido [8,9]. A camada mais superficial da pele, o Estrato
Corneo (EC) é a principal responsavel pelo controle seletivo da permeabilidade da pele. Os
aumentadores de permeagdo devem reduzir reversivelmente a barreira fisica do EC propiciando a
passagem do farmaco de modo controlado. Estudos mostraram que 0S terpenos, compostos
derivados de Oleos essenciais de plantas, 1,8-cineol e L-mentol, podem promover significativas
alteraces em membranas de EC, além de aumentar a taxa de permeacdo do AZT (Zidovautina) —
primeiro farmaco anti-HIV aprovado — em aproximadamente 100 vezes, 0 que é quase suficiente
para viabilizar o tratamento transdérmico [10,11,12,13].

Estes estudos podem ser feitos usando uma técnica desenvolvida em nosso laboratério, a
qual consiste em inserir moléculas marcadas (ou marcadores de spin) diretamente no tecido intacto
do EC. Estas moléculas marcadas com o radical nitrxido geram sinais de RPE que permitem obter
informagBes sobre 0 meio em que se encontram. Ha moléculas marcadas especificas para
membranas lipidicas, proteinas e outras que se difundem no tecido particionando nas membranas
lipidicas. Em trabalho publicado em 2008, foi mostrado que o marcador se spin TEMPO (2,2,6,6-
tetrametil-piperidina-1-oxil) o qual pode mimetizar um farmaco, se particiona nas membranas de
EC e tanto a particdo como o seu movimento rotacional no interior das membranas refletem as
transicdes de fase das membranas. Também foi mostrado que os terpenos aumentam a particao e o

movimento do marcador nas membranas e também diminuem as temperaturas de transi¢6es de fase.

1.1 Espectroscopia Otica ou Espectrofotometria

Consiste em usar 0 espectro radiante para inspecionar sistemas bioldgicos, especialmente
solugdes. No procedimento basico, um feixe de energia atravessa a solucdo, e a sua absorcao
oferece informagdes sobre a qualidade e quantidade dos componentes do sistema.

A absorc¢éo da luz e tanto maior quanto mais concentrada for a solugdo por ela atravessada.

E também quanto maior for a distancia percorrida pelo feixe luminoso através das amostras.

A,=¢;.C. | (1)



Sendo A a absorbancia para um A fixo, € uma constante para um A fixo, ¢ a concentragdo da

solucdo e | a distancia percorrida pelo feixe através da amostra.

1.2  Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Desenvolvida por Zavoisky (1945), a técnica de RPE vem se mostrando de grande utilidade
em estudos de estruturas de materiais devido a sua capacidade de gerar um sinal com intensidade
proporcional & quantidade de spins desemparelhados em uma amostra. Destaca-se de outras técnicas
de espectroscopia pelo fato de suas medidas serem mais sensiveis e por requerer pouca quantidade
de amostra [18].

A RPE consiste em aplicar um campo magnético externo H sobre uma amostra que contenha
elétrons desemparelhados, orientando, portanto, os dipolos magnéticos presentes na amostra em
uma direg&o preferencial — mesma dire¢do do campo aplicado (Figura 1).

Figura 1. Fenbmeno da Ressonancia de Spin Eletronico (ESR): Orientacdo dos dipolos magnéticos.
Os dipolos orientados no mesmo sentido que o campo tém uma diferenca de e energia
AW = gBH (2)

em relacdo a um dipolo equivalente orientado em sentido contrério (dois niveis de energia
possiveis). A constante B ¢ chamada de magneto de Bohr e vale, 9,27401x10 J/T; enquanto que o
chamado fator g é caracteristico para cada composto (g = 2,00232 no caso de um elétron livre).
Além disso, a amostra é submetida a radiacdo de microondas de frequéncia v. Quando a
energia dos fotons incidentes na amostra (hv, onde h € a constante de Planck) for igual a diferenca
de energia, ocorre a transicdo do dipolo magnético de um nivel para outro (Figura 2). Ao voltar para
0 estado anterior é liberada uma quantidade de energia em forma de radiac&o (efeito de relaxag&o).

Assim, mantendo a frequéncia de radiacdo constante, e variando o campo magnético, é possivel



obter um sinal (linha), na regido do espectro onde ocorrem mudancas de niveis (Figura 3).

F 3 W
Wa
0 AW = gffH = hv
Wh
Figura 2. Fendmeno da RPE: Condigdo para ressonancia.
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Figura 3. Espectro de RPE do elétron livre.

O elétron pode também sofrer a acdo de um campo magnético gerado por nucleos vizinhos
(interacdo nuclear hiperfina), aparecendo entdo, uma linha para cada momento nuclear (m)
existente, todas de mesma intensidade. A separacdo entre as linhas é chamada de constante de
desdobramento hiperfino (A), e representa a medida da intensidade da interacdo entre elétron e
nucleo.

O formato da linha e a regido do espectro que se encontra o sinal de ressonancia sao
caracteristicos de cada material e depende da natureza das interagdes presentes. Essa peculiaridade
permite utilizar a técnica de ESR na microscopia e caracterizagdo de materiais [17]. Ja o estudo da
intensidade do sinal de ressondncia pode ser usado para a datacdo de fosseis, rochas e materiais
arqueoldgicos, pelo método de dosimetria de radiagGes ionizantes e também na andlise de radicais
livres [17].

Devido a presenca de elétrons desemparelhados, os radicais livres apresentam sinais de
RPE, sendo possivel verificar o comportamento de determinadas substancias na presenca de

oxidantes e avaliar o seu efeito antioxidante.



1.3 DPPH

O DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidazina) (Figura 4) € um radical livre com um espectro de
absorcdo caracteristico. Quando a molécula passa do estado oxidado para o reduzido ocorre uma

mudanca no espectro de absorcéo, sendo possivel monitorar as quantidades oxidadas e reduzidas.
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Figura 4. Molécula de 1,1-difenil-2-pricrilhidazina (DPPH)

1.4 Membranas Bioldgicas

As membranas definem o limite externo das células e regulam o transito molecular e idnico
por meio desse limite. As membranas sdo flexiveis, auto-selantes e seletivamente permeaveis aos
solutos polares. A flexibilidade permite as alteracbes da forma que acompanham o crescimento
celular e a movimentacdo (como o movimento amebodide). Como a permeabilidade das membranas
é seletiva, elas podem reter certos compostos e ions dentro das células e de compartimentos

intracelulares especificos, enquanto excluem outras substancias desses locais.

1.4.1 Composicdo e Arquitetura das Membranas

As membranas sdao compostas por proteinas e lipidios polares, que respondem por quase
toda a sua massa, e por carboidratos, presentes como parte de glicoproteinas e glicolipidios.  As
membranas sdo impermeaveis a maioria dos solutos polares ou eletricamente carregados, mas séo

permeaveis a compostos nao polares.

As evidéncias combinadas da microscopia eletronica e de estudos da composi¢do, bem como
os estudos fisicos da permeabilidade e da mobilidade individual de moléculas de proteinas e lipidios
dentro da membrana levaram ao desenvolvimento do modelo do mosaico fluido para a estrutura

das membranas bioldgicas (Figura 5).
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Figura 5. Modelo do mosaico fluido.

Os fosfolipidios formam uma bicamada (bicamada fosfolipidica ou lipidica) onde as regides
ndo-polares dessas moléculas, em cada uma de suas faces, estdo orientadas para o centro da
bicamada e os grupos polares para o exterior, interagindo com a fase aquosa em ambos os lados.
Moléculas de proteinas estdo incrustadas nessa estrutura trilaminar, mantidas por interacoes

hidrofobicas entre os lipidios da membrana e os dominios hidrofobicos nas proteinas.

Quando misturados com agua, os lipidios anfipaticos podem formar trés tipos de agregados
(Figura 6). As chamadas micelas: estruturas esféricas que sdo arranjadas com suas regides
hidrofébicas agregadas no interior, de onde a agua é excluida, e com seus grupos-cabeca
hidrofilicos na superficie em contato com a agua. A bicamada: nela duas monocamadas de lipidios
(folhetos) formam uma ldmina bidimensional. E o lipossomo (ou lipossoma): as bicamadas perdem
suas regides hidrofébicas marginais e alcancam estabilidade maxima no ambiente aquoso,

envolvendo a dgua e criando em compartimento aquoso separado.

Figura 6. Agregados anfipaticos lipidicos que se formam na &gua.

1.4.2 Dinamica das Membranas

Em uma membrana bioldgica, os lipidios podem estar em dois estados: liquido ordenado ou



liquido desordenado; no ultimo estado, a movimentagdo térmica das cadeias acila torna fluido o
interior da bicamada. A fluidez é afetada pela temperatura, pela composicdo em acidos graxos e
pelo contetdo em esterais.

Na maioria das membranas quando em temperatura fisiologica, a transposicdo de moléculas
lipidicas de uma monocamada para a outra ocorre muito lentamente ou mesmo ndo ocorre. Essa
transposicdo é chamada de movimentacdo transhicamada ou flip-flop e requer que um grupo-cabeca
polar ou carregado deixe seu ambiente aquoso e mova-se para o interior hidrofébico da bicamada

em um processo com variagao de energia livre grande e positiva.

Uma familia de proteinas, chamadas flipases, facilita a difuséo flip-flop fornecendo uma via
através da membrana que é energeticamente mais favoravel e muito mais rapida que a transposicao

ndo-catalisada.

2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo estudar por RPE a atividade antioxidante de moléculas
extraidas de plantas ou de extratos de plantas de diversas regides do Brasil, bem como suas
atividades antioxidantes em membranas e proteinas do Estrato Cérneo. Os compostos testados sao:
SF-1 (estrifnosideo-F), Glaziovianina A, Chikusetsusaponina lva, Solamargina, Solasonina,
Guatambuina+Olivacina, Esmilagenina, Tigogenina + Hecogenina, Diosgenina, Gitogenina, Acido
oleandlico, D. Delicata. Alguns desses compostos ja foram testados por outros pesquisadores em
células cancerigenas, como a Glaziovianina, por exemplo. Nessa etapa visamos obter informacdes
que auxiliem na selecdo de novas substancias com funcGes medicinais. Em uma segunda etapa,
nosso objetivo € selecionar moléculas com possiveis principios ativos e estudar os seus efeitos
sobre a pele, usando a técnica de marcadores de spin em membranas lipidicas, proteinas do Estrato
Corneo e em membranas artificiais de DMPC. Tentando assim descobrir novas moléculas que
atuem como facilitadoras de permeacdo da pele. Um objetivo paralelo é desenvolver metodologias
usando a espectroscopia de RPE para analisar efeitos sobre moléculas ou extratos de plantas,
especialmente plantas do cerrado, sobre sistemas bioldgicos como membranas lipidicas, proteinas

ou tecidos.

3 Metodologia
Todos os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Biofisica do Instituto de Fisica

da Universidade Federal de Goias.



3.1 Atividades Antioxidantes

Foram testadas as atividade antioxidantes de solugdes contendo moléculas extraidas de
plantas em etanol. Nessa etapa, aliquotas de 40 uL de solucdo contendo 1mM de DPPH em etanol,
foram misturadas com 40 uL de solucdes contendo as moléculas antioxidantes. A solucdo resultante
foi entdo agitada por cerca de 10 s. Para o controle, medidas de solu¢des contendo as moléculas
extraidas de plantas foram substituidas por etanol (40 mL). A atividade antioxidante foi determinada
por compara¢do com a amostra controle. A absorbancia da solucdo foi lida em 515 nm e est4

convertida em unidades de concentracéo.

3.2  Efeitos em membranas lipidicas e proteinas do Estrato Corneo

A primeira parte dessa etapa consistiu em preparar membranas de Estrato CArneo a partir de
ratos da raca Wistar com menos de 24h de vida, cedidos pelo Biotério da UFG. Seguindo o
procedimento descrito por Queiroz e co-autores [15]. O tecido foi marcado com marcadores de spin
lipidicos (derivados do acido estearico). Os marcadores de spin sdo moléculas paramagnéticas
(contendo um elétron desemparelhado), geralmente o nitrxido que gera um sinal de RPE que
reporta 0 comportamento do microambiente onde ele esta inserido. A andlise dos efeitos causados
pelos diferentes compostos na dindmica e na particdo desses marcadores nas membranas e proteinas
do Estrato Corneo foi feita a partir das andlises espectrais de RPE, utilizando um programa de
simulacéo de espectros, o Non Linear Least Square (NLLS).

3.3  Efeitos em membranas lipidicas artificiais

Foram preparadas membranas modelos de fosfolipidios dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)
que foram marcadas com marcadores de spin lipidicos. As modificacbes promovidas pelos
compostos extraidos de plantas, nas propriedades biofisicas das membranas, foram avaliadas por
RPE.

4 Resultados

4.1  Atividade Antioxidante Analisada por Espectrofotometria

Os gréficos 1 e 2 mostram a atividade antioxidante dos compostos sobre o radical livre

DPPH. Ha uma reducéo na concentracéo desse radical para a maioria dos compostos, exceto para 0s



compostos: Chikusetsu e Guacitambuina. Nesses o efeito foi o contrario ao esperado, a

concentragdo de DPPH aumentou.
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Figura 7. Atividade antioxidante dos compostos: Solamargina, Smilagenina, Hecogenina,
Diosgenina,Gitogenina, Ac.Oleandico e Pfaffia.
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Figura 8. Atividade antioxidante dos compostos: Glaziovianina, Solasonina, Chikusetsu, SF-1,
Guacitambuina, D. Delicata e Catequina.



O grafico abaixo mostra a percentagem de neutralizacdo de cada composto sobre o radical livre.
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Figura 9. Comparagdo da porcentagem de neutralizagcdo do DPPH entre os compostos.

A Figura 9 mostra que os compostos Solamargina, Smilagenina, Hecogenina, Diosgenina,
Gitogenina, Ac.Oleanodico, Pfaffia, Glaziovianina, Solasonina, SF-1, D.Delicata e Catequina
reduzem a concentracdo de DPPH em, respectivamente: 60,7%, 66,4%, 60,0%, 48,0%, 40,0%,
63,4%, 30,0%, 37,0%, 25%, 27,0% e 90,0%. Ja os compostos Chikusetsu e Guacitambuina
aumentam essa concentracdo em respectivamente, 50% e 27,2%.

4.2  Efeitos em membranas lipidicas e proteinas do Estrato Corneo

Na Figura 10 serdo analisados os espectros de RPE do marcador de spin 5-doxil estearato (5-
DS) inserido nas membranas lipidicas de Estrato Corneo sem tratamento e tratado com o composto
Diosgenina. O parametro 2T//, desdobramento hiperfino méaximo do espectro, é dado pela separacédo
em Gauss entre o pico da primeira linha de ressonancia e a depressdo da Gltima linha. Quanto menor
0 2T// maior é a fluidez. Isto indica que o composto Diosgenina causa um grande aumento de

fluidez do Estrato Corneo.



i Diosgenina

Controle

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420
Campo Magnético (G)

Figura 10. Espectros da amostra de Estrato Corneo nao tratado (controle, painel A) e tratado com 0 composto
Solamargina (painel B). O parametro 2T// esta indicado na figura.

Na Figura 11 esta apresentada uma comparagdo entre todos os compostos medidos neste
trabalho. O Unico composto que aumentou a fluidez foi a Diosgenina. Varios compostos tornaram a

membrana um pouco mais rigida (o erro experimental neste parametro é de 0.5G).
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Figura 11. Acdo de todos os compostos utilizados sobre a membrana de Estrato Corneo.



4.3  Efeitos em membranas lipidicas artificiais

Na Figura 12 estd mostrado o espectro do marcador 5-DS em DMPC e na Figura 12 estdo

comparados os valores obtidos do parametro 27T//.
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Figura 12. Espectro do marcador de spin 5-DS em DMPC a 22°C
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Figura 13. Acéo de todos os compostos sobre a membrana artificial DMPC.

O grafico acima mostra que o composto que mais aumentou a fluidez da membrana de
DMPC foi a Pfaffia. O composto que mais enrijeceu essa membrana foi a Glaziovianina. Também
se observa que o composto Diosgenina aumenta a rigidez da membrana de DMPC, contrariamente

ao efeito observado sobre a membrana de Estrato Corneo.



5 Conclusodes

Este trabalho apresentou uma comparacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais
sobre o radical livre DPPH utilizando a técnica de espectrofotometria.

Os compostos que apresentaram melhor atividade antioxidante sobre o DPPH foram:
Solamargina, Smilagenina, Hecogenina e o Ac. Oleanolico. Os compostos Guacitambuina e

Chikusetsu aumentaram a concentragdo do DPPH.

O trabalho também apresentou a atividade desses extratos sobre membranas de Estrato
Corneo e membrana artificial de DMPC usando a técnica de RPE. Esses ensaios tiveram como
objetivo investigar a influéncia desses compostos sobre a fluidez das membranas, tendo como

objetivo encontrar um facilitador da permeacao de farmacos na pele.

Para a membrana de Estrato Cérneo foi obtido um dnico resultado significativo: o composto

Diosgenina aumentou bastante a fluidez da membrana.

Para a membrana artificial DPPC, o melhor resultado foi do composto Pfaffia. Porém a
fluidez da membrana ndo sofreu uma acdo muito grande. Podemos destacar também que para essa
membrana o composto Diosgenina teve efeito contrario ao da membrana de Estrato Cdrneo,

tornando a membrana de DPPC mais rigida.

Algumas dificuldades foram encontradas porque os compostos ndo estavam puros e pela

dificuldade de dissolucéo.

Assim, concluimos que estudos mais aprofundados devem ser realizados, bem como o uso
de novas técnicas e utilizacdo de outros solventes a fim de obter informacgdes mais seguras da acao

desses extratos sobre membranas.
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