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RESUMO

SARI, Rafael. Otimizagdo Da Extracdo De Compostos Fendlicos Das Folhas De
Tabernaemontana Catharinensis e Avaliacdo Dos Marcadores De Estresse
Oxidativo Em Ratos Diabéticos. Dissertacdo — Programa de Po4s-Graduacdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

Tabernaemontana catharinensis (T. catharinensis) € uma planta medicinal da flora
brasileira a qual se destaca por apresentar alto potencial antioxidante. A planta é
conhecida popularmente como cobrina e suas folhas, cascas e raizes sao
empregadas no combate a doencas relacionadas com estresse oxidativo tais como
as gastroenterites, a sifilis e a hanseniase. O objetivo do presente estudo foi otimizar
a extracdo de compostos fendlicos de T. catharinensis utilizando delineamento
fatorial 23 variaveis solventes (Etanol e Acetato de Etila), tempo (30 e 60 minutos) e
temperatura( 35° e 65° C) para posteriormente analisar as atividades antioxidantes in
vitro e o efeito sob o estresse oxidativo no modelo experimental animal de diabetes.
Na avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro foi determinado o poder de
sequestro dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acidosulfénico) (ABTS), poder antioxidante de reducédo do ferro
(FRAP), e oxidacado do sistema B-caroteno/acido linoleico. No modelo experimental
animal de diabetes foram determinados: a peroxidacao lipidica (TBARS), catalase
(CAT), glutationa s-transferase (GST) e superéxido dismutase (SOD) nos tecidos de
figado, rim, baco e cérebro total de ratos Wistar. A caracterizacdo e quantificacdo do
perfil de compostos fendlicos foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e o conjunto de dados foi analisado pela metodologia de superficie
de resposta e analise dos componentes principais (PCA). Utilizando o extrato A8 o
qual foi a melhor condicdo de extracdo para as determinacdes, in vitro e ex vivo, foi
utilizado. Os resultados demonstram que o solvente etanol foi mais eficiente na
extracdo dos compostos fendlicos da T. catharinensis incorporado a maior
temperatura (65 °C) e tempo (60 min). O solvente acetato de etila majoritariamente
extraiu 0 composto fendlico pinocembrina o qual possui caracteristica de extragédo
em menor polaridade utilizando a temperatura de 65 °C e o tempo de 60 min. Os
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resultados in vitro demonstraram que 0 extrato A8 possui acdo antioxidante
satisfatoria com 23,34 mg de EAG/g™* para CFT, 34,26 pmol de Trolox para DPPH,
24,13 pmol Fe?* para FRAP, 12,57 pmol Trolox para ABTS e 78,85 AA% para 0 -
caroteno/acido linoleico. Os resultados dos marcadores de estrese oxidativo em
ratos diabéticos demonstraram que o extrato A8 das folhas de T. catharinensis
administrado via gavagem em ratos diabéticos diminuiu a atividade da GST no
figado e da SOD no cérebro total. Conclui-se que a metodologia desenvolvida para a
extragdo dos compostos fenolicos das folhas da T. catharinensis é promissora e
apresenta potencial antioxidante in vitro satisfatorio, porém a utilizacdo do extrato A8
da planta para combater o estresse oxidativo no modelo experimental animal de
diabetes ndo demonstrou ser eficiente e requer estudos adicionais para aplicacéo

como antioxidante em atividades biologicas.

Keywords: compostos fendlicos, cromatografia liquida de alta eficiéncia,

planejamento fatorial, Tabernaemontana catharinensis.



ABSTRACT

SARI, Rafael. Optimization of Phenolic Compound Extraction from Tabernaemontana
Catharinensis Leaves and Evaluation of Oxidative Stress Markers in Diabetic Mice.
Dissertacdo — Programa de PoOs-Graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos

e Bioquimicos, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

Tabernaemontana catharinensis (T. catharinensis) is a medicinal plant of the
Brazilian flora which stands out for its high antioxidant potential. The plant is
popularly known as blancule and its leaves, barks and roots are used to combat
diseases related to oxidative stress such as gastroenteritis, syphilis and leprosy. The
objective of the present study was to optimize the extraction of phenolic compounds
from T. catharinensis using a factorial design of 23 solvent variables (Ethanol and
Ethyl Acetate), time (30 and 60 minutes) and temperature (350 and 650 °C) to later
analyze the activities antioxidants in vitro and the effect under oxidative stress in the
animal experimental model of diabetes. In the evaluation of the in vitro antioxidant
capacity the sequestering power of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-
azino-bis- (3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid) radicals was determined ABTS),
antioxidant iron reduction power (FRAP), and oxidation of the B-carotene / linoleic
acid system. In the animal experimental model of diabetes, lipid peroxidation
(TBARS), catalase (CAT), glutathione s-transferase (GST) and superoxide dismutase
(SOD) were determined in liver, kidney, spleen and total brain tissues of Wistar rats.
The characterization and quantification of the profile of phenolic compounds were
determined by high performance liquid chromatography (HPLC) and the data set was
analyzed by response surface methodology and principal component analysis (PCA).
Using extract A8 which was the best extraction condition for the determinations, in
vitro and ex vivo, was used. The results demonstrate that ethanol solvent was more
efficient in extracting the phenolic compounds of T. catharinensis incorporated at
higher temperature (65 °C) and time (60 min). The solvent ethyl acetate mostly
extracted the phenolic compound pinocembrina which has characteristic of extraction
in less polarity using the temperature of 65 ° C and the time of 60 min. In vitro results
demonstrated that the A8 extract has a satisfactory antioxidant action with 23.34 mg
EAG / g* for CFT, 34.26 pmol Trolox for DPPH, 24.13 pmol Fe?* for FRAP, 12.57
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pmol Trolox for ABTS and 78.85% AA for 3-carotene / linoleic acid. The results of
oxidative stress markers in diabetic rats demonstrated that the A8 extract from the
leaves of T. catharinensis administered via gavage in diabetic rats decreased GST
activity in the liver and SOD in the whole brain. It is concluded that the methodology
developed for the extraction of the phenolic compounds from the leaves of T.
catharinensis is promising and has a satisfactory in vitro antioxidant potential.
However, the use of the plant extract A8 to combat oxidative stress in the
experimental animal model of diabetes did not demonstrate be efficient and requires

additional studies for application as an antioxidant in biological activities.

Keywords: phenolic compounds, high performance liquid chromatography, factorial

design, Tabernaemontana catharinensis.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas pelos seres humanos para fins nutricionais e
medicinais € tdo antiga quanto a prépria humanidade. As propriedades fitoquimicas
de extratos de plantas podem ser empregadas para o tratamento de doencas, as
quais representam o ponto de partida para a descoberta de diferentes substancias
bioativas com potencial terapéutico. De fato, a natureza, acompanhada da sua
grande variabilidade de espécies, consiste em fonte expressiva de compostos
quimicos conhecidos por metabdlitos especializados ou fitoquimicos com grande
potencial no desenvolvimento de novas drogas (Brusotti et al., 2014; Jamwal et al.,
2017).

Os fendlicos sdo compostos fitoquimicos 0s quais se apresentam como um
dos grupos mais importantes e onipresentes em alimentos naturais provenientes de
frutas e plantas os quais possuem aplicacdes benéficas a saude do homem
contendo acdes antimicrobianas, anticancerigenas e antioxidantes (Fratoddi et al.,
2018).

No Brasil, a enorme biodiversidade reflete a riqueza da flora brasileira em que
as plantas e seus compostos apresentam-se como terapia alternativa na medicina
atual e podem ser consumidas e utilizadas para fins terapéuticos. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) 80% da populacdo faz uso de plantas
medicinais com cunho curativo e como alternativa de melhora no estado doentio
sem qualquer comprovacdo cientifica, por isso, é necessario uma crescente
demanda nos estudos que buscam a identificacdo de novos compostos fitoquimicos
0S quais apresentem acdo terapéutica em inUmeras patologias tais como a
hipertenséo, Alzheimer e o Diabetes (Gindri et al., 2011; Negri, 2005).

Algumas espécies de plantas medicinais séo utilizadas experimentalmente
para tratar patologias tal como a Tabernaemontana catharinensis (T. catharinensis)
do género Tabernaemontana que pertence a familia Apocynaceae e consiste em
arbustos floridos amplamente utilizados na medicina popular (Marinho et al., 2016;
Belke et al., 2011). A T. catharinensis pode ser encontrada no Brasil, Argentina e no
Paraguai a qual é popularmente conhecida como “cobrina”, “jasmim” e “leiteira de

dois irmaos”, e suas folhas, cascas e raizes sdao empregadas contra desarranjos
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intestinais, sifilis, hanseniase e picadas de mosquitos. Os extratos de suas
sementes, folhas, cascas e raizes apresentaram alta atividade anti-inflamatoria e
analgésica em estudos realizados por Soares et al., 2007; Boligon et al., 2014; Brum
et al., 2016).

A importancia farmacoldgica da espécie ja descrita na literatura fornece
informacdes preliminares sobre o enorme potencial do extrato de T. catharinensis
que estimula estudos sobre a otimizacdo de extracdo dos compostos fendlicos e
atividades antioxidantes. O processo de extracdo visa melhorar a metodologia de
experimentacdo no qual avalia a influéncia de diferentes fatores como o solvente, o
tempo e a temperatura analisados pela metodologia de superficie de resposta e pelo
conjunto de dados por andlise de componentes principais (ACP) e pela resposta
global. A melhor condicdo de extracdo definida por estas andlises € parametro
importante para o préximo passo do trabalho que estuda a aplicacao bioldgica da
planta no modelo experimental animal de Diabetes avaliando sob os marcadores de
estresse oxidativo.

Nesse sentido o presente estudo tem como objetivo central a otimizacdo da
extracdo dos compostos fendlicos presentes nas folhas da planta T. catharinensis e
posteriormente a verificacdo do potencial antioxidantes in vitro bem como sua
atuacdo nos marcadores de estresse oxidativo ex vivo em modelo experimental

animal de Diabetes
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivos otimizar a extracdo de compostos
fendlicos da planta T. catharinensis e posteriormente verificar o potencial
antioxidantes in vitro bem como sua atuacdo nos marcadores de estresse oxidativo

ex vivo em modelo experimental animal de Diabetes.

2.20bjetivos especificos

1. Otimizar a extracdo de compostos fendlicos das folhas de T. catharinensis;

2. Avaliar/quantificar o extrato de T. catharinensis quanto ao teor de fendlicos
totais e sequestro do radical DPPH;

3. ldentificar/quantificar os compostos fendélicos de T. catharinensis por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com arranjo de fotodiodos (CLAE-
DAD).

4. Determinar as atividades antioxidantes in vitro DPPH, FRAP, ABTS e auto
oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico;

5. Avaliar a peroxidacgéo lipidica (TBARS) ex vivo em figado, rim, bago e cérebro
total de ratos diabéticos submetidos ao tratamento com extrato obtido a partir
da melhor condicdo de extracao das folhas de T. catharinensis;

6. Avaliar as atividades enzimaticas catalase, superoxido dismutase e glutationa
S-transferase em figado, rim, baco e cérebro total de ratos diabéticos
submetidos ao tratamento com extrato otimizado das folhas de T.

catharinensis;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tabernaemontana catharinensis

As plantas sdo amplamente utilizadas como farmacos por quase todas as
culturas mundiais com objetivo de prevenir, tratar e curar varios tipos de patologias.
Porém, os produtos derivados das plantas muitas vezes sao utilizados com equivoco
0s quais podem apresentar efeitos toxicos ou adversos. Por tal razdo, é fundamental
investigar as acfes biolégicas das plantas medicinais para confirmar sua eficacia ao
combate de doencas (BRUM et al., 2016).

InUmeras plantas sédo utilizadas com cunho curativo e entre elas destaca-se
a T. catharinensis (Figura 1) que possui de 3 a 10 m de altura e faz parte da familia
Apocynaceae popularmente conhecida como “jasmim”, “leiteira de Dois Irmaos” ou
“cobrina”. Esta espécie pode ser encontrada nas regides da Argentina, Uruguai,
Paraguai e no Sul do Brasil. Estudos que envolvem membros desta familia
comprovam a vasta quantidade de alcaloides que desempenham acgado protetora
contra fungos bactérias, insetos e herbivoros (PEREIRA et al., 2006; MARINHO et
al., 2016).

Os alcaloides extraidos e identificados de T. catharinensis tais como a
ibogamina, a voacangina e a coronaridina sdo compostos bioativos valiosos e
apresentam atividades bioldgicas importantes tais como antitumorais,
antiinflamatdrias, analgesicas, anticancerigenas, antioxidantes, antibacteriana e
principalmente atividade contra leishmaniose, o que demostra grande potencial
terapéutico para inumeras patologias (PEREIRA et al., 2006; MARINHO et al.,
2016). Importante salientar que o extrato da casca da T. catharinensis neutraliza a
letalidade e a toxicidade do veneno da serpente Crotalus durissus (cascavel sul-
americana) a qual acdo é atribuida pela presenca de alcaloides indolicos (GOMES et
al., 2009). Na medicina popular T. catharinensis é utilizada como antidoto para
injuriasodontoldgicas e 6timo eliminador de verrugas (PEREIRA et al., 2006).

As plantas medicinais em sua maioria apresentam alcaloides do tipo

inddlicos os quais sdo substancias derivadas do metabolismo do triptofano e
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caracterizam-se por apresentar um nucleo indol o qual é um anel benzénico
acoplado a um anel pirrol ou um derivado (NICOLA, 2013).

Além dos alcaloides, o extrato dos frutos e dos ramos de T. catharinensis
apresentam compostos bioativos do tipo fendlicos tais como rutina, acido cafeico e
acido clorogénico. Esses polifendis contribuem com a capacidade antioxidante da
planta e pode combater o estresse oxidativo gerado em inumeras doencas (PIANA
et al., 2014).

Embora ja tenham sido realizados estudos sobre a T. catharinensis (Figura
1) a avaliagdo da atividade bioldégica e dos compostos bioativos da planta em

extratos otimizados ainda sao escassos.

Figura 1 - Folhas de Tabernaemonta catharinensis.
Fonte: Do autor.

3.2Compostos Bioativos Com Propriedades Terapéuticas

Atualmente, tem-se verificado grande avanco cientifico em relacdo aos
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais os quais representam
alternativa viavel para a busca de novos compostos fitoquimicos que possuem
propriedades terapéuticas (YUNES et al., 2001).

As propriedades terapéuticas de compostos antioxidantes representam uma
importante classe de bioativos 0s quais sao estruturas quimicas muito diversas com

propriedades comuns, ou seja, moléculas que impedem a oxidagdo de outras
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moléculas. Esta acdo dos antioxidantes pode ocorrer por diferentes mecanismos:
agir como doadores de elétrons, reduzir espécies reativas de oxigénio, complexar
transicOes de ions metalicos ou regenerar outros antioxidantes (RENARD, 2018).

O consumo frequente destes compostos antioxidantes exdgenos naturais
podem retardar doencas ligadas ao estresse oxidativo por ajudar na inibicdo de
formagdo de radicais livres. O estresse oxidativo esta correlacionado com o
desequilibrio entre o balanco pré-oxidante/antioxidante que causa dano oxidativo
frequentemente relacionado com um grande numero de patologias incluindo
doencas cardiovasculares, cancer e o diabetes (SILVA et al., 2011).

Os antioxidantes além de contribuirem para a inibicdo de patologias
causadas pelo estresse oxidativo também sédo amplamente utilizados na inddstria
alimenticia o qual podem ser de fontes sintéticas ou naturais, e evitam a degradacéo
de produtos. No entanto, "antioxidante" tornou-se um termo familiar para enorme
diversidade de moléculas vegetais naturais com potencial de prevencao de doencas
degenerativas tal como o Diabetes. A diversidade de moléculas antioxidantes
presentes em plantas inclui as vitaminas C e E, a provitamina A e outros
carotendides e polifendis.

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios presentes nas folhas e frutos de
plantas e sua funcdo primaria € de protecéo. A sua estrutura é composta de um anel
aromatico contendo um ou mais substituintes hidroxila juntos com varios outros
grupos secundarios, como os acidos fendlicos (Figura 2) (REITZER et al., 2018;
CHANDRASEKARA et al., 2018).

HO

Figura 2 - Estrutura do Acido fendlico
Fonte: Adaptado BRAVO, (1998).

Os flavondéides sdo um grupo de substéncias de baixo peso molecular,
biossintetizados a partir de derivados de acidos acéticos/fenilalanina por meio da via
do acido chiquimico (WANG et al., 2018). Alguns desses compostos possuem fins
bioquimicos e farmacolégicos com acdes antioxidantes, anti-inflamatoria,

antialérgicos e apresentam estrutura quimica béasica constituida de 15 carbonos
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distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B), os benzenos, interligados a uma
estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), onde o primeiro benzeno é
condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢cao dois carrega um grupo
fenila (Figura 3) (RODRIGUES et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura basica de flavonoides
Fonte: Adaptado BRAVO, (1998).

3.3 Atividade Antioxidante In Vitro

Segundo a ANVISA os antioxidantes sdo definidos como substancias que
retardam ou diminuem a velocidade de oxidagdo dos alimentos através de um ou
mais mecanismos tais como a inibicdo de radicais livres e a complexacédo de metais
(EVANGELISTA, 2009).

Os antioxidantes vitamina C (Figura 4a), vitamina Ee os carotenoides podem
ser gerados de fontes naturais e serem inseridos nos suplementos dietéticos para
aumentar o tempo de conservacdo. No entanto, os antioxidantes mais utilizados na
industria com funcéo de preservacdo dos alimentos sao de origem sintética tal como
o hidroxianisol butilado (BHA) (Figura 4b) e o hidroxitolueno butilado (BHT) (Figura
4c) (MESSIAS, 2009).

DHHC GHa CH CH
How CH: nc CH,
@ ./ ®) ()
OH
HO OH OH

Figura 4 - Estrutura dos antioxidantes natural vitamina C (a) e sintéticos BHA (b) BHT (c)
Fonte: Adaptado FLEMMING (2011).
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A substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais se faz necessario
devido as implicacbes que estes causam a saude e na funcionalidade do corpo
humano (RAMALHO et all., 2006). A utilizacdo de antioxidantes naturais possui larga
vantagem quando comparado com os antioxidantes sintéticos, aqueles possuem
maior apelo preservacionista, pois os residuos que sobram das industrias tais como
cascas e sementes sdo fontes naturais de compostos antioxidantes e
frequentemente descartadas sem apropriado uso. Desse modo, o0s residuos
industriais podem ser mais bem reaproveitados com inumeras aplicagcbes na
indastria alimenticia e na saude humana favorecerendo tanto o homem no combate
as doencas degenerativas quanto o meio ambiente no correto descarte de residuos
(OLIVEIRA et all., 2009).

A avalicdo do potencial antioxidante pode ser determinada por diversas
técnicas tais como a quantificacdo de compostos fendélicos, DPPH, ABTS, FRAP e a
auto oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico amplamente utilizadas para
avaliar as atividades antioxidantes in vitro de substancias biologicamente ativas as
quais sao ferramentas extremamente importantes que permite rapida selecdo de
substancias com alto potencial terapético que podem ser aplicadas na prevencao de
doencas crénico-degenerativa e na industria alimenticia (ALMEIDA et al., 2006).

3.3.1 Compostos Fendlicos

As plantas apresentam vasta quantidade de compostos fendlicos em sua
composicao fitoquimica, estes podem ser encontrados de diferentes formas, como
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdéico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis e ligninas
(NACZK et al., 2004).

Dentre as inimeras substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos vém chamando a atencéo nos ultimos anos, principalmente por
possuirem acdes contra a peroxidacao lipidica (SOARES 2002).

O método se baseia no reagente de Folin Ciocalteau o qual em condi¢des

acidas o acido galico reage com o complexo fosfomolibidico formado a partir do
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reagente Folin ciocalteau esta reagdo apresentara uma mudanca de coloracdo uma

solugéo.

3.3.2 Atividade Antioxidante DPPH

A molécula de DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazil é um radical nitrogénio
organico, estavel, com coloracdo violeta e sua absorcdo maxima fica na faixa de
515-520 nm (Figura 5). O DPPH é caracterizado como radical livre estavel em
solugcédo, mas na presenca de um composto doador de hidrogénio como o composto
guercetina, este composto perderd um elétron e a molécula de DPPH captura este
elétron e se estabiliza, provocando assim a mudanca de coloracdo da reacdo que
passa de violeta para amarelo (MOLYNEUX, 2004).

HO
: HO !
0 N 0 + 0 0 + O
. i O | = X N{/
o o OH 4 No
OH ©

DPPH Quercetina DPPH Quercetina Quercetina Oxidada
2 Oxidada Estabilizada por
Ressonancia

Figura 5 - Reacdo do radical DPPH frente ao composto fendlico
Fonte: Adaptado TEIXEIRA (2013).

3.3.3 Atividade Antioxidante ABTS

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) €
determinado pela andlise espectrofotométrica aplicada para medicdo da atividade
antioxidante total de substancias puras, baseia-se na geracdo do (ABTS"), por meio
da reacdo do ABTS com o persulfato de potéassio e na presenca de um antioxidante,
esta reacdo de reducdo do ABTS promovera uma perda da coloracdo da reacéo,

conforme (Figura 6) (RE et al., 1999).
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Figura 6 - Reacao de oxirreducéo do radical ABTS
Fonte: Adaptado RUFINO (2006).

3.3.4 Atividade Antioxidante FRAP

O método FRAP (capacidade antioxidante de reducdo do ferro) é o mais
utilizado para as andlises antioxidantes por ser tratar da reducdo do Fe®" a Fe?". A
reacao ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢gbes
acidas com a formacdo de um complexo corado, no qual seria a redugcdo do

complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe"-TPZ) ao complexo ferroso (Fe'-TPZ) em

presenca de um antioxidante, conforme (Figura 7) (RUFINO et al., 2006).

=
DV
Q \ - (/N "

\ 3+ N +Ant|o><|dante +> 2+\

N +/\+
N ‘ [J/‘\ /‘_ij
‘ =
[Fe(III)(TPTZ)2]3+ [Fe(II)(TPTZ)2]2+

Figura 7 - Reduc&o do complexo Fe3"a Fe**
Fonte: Adaptado RUFINO (2006).
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3.3.5 Atividade antioxidante pela oxidagao acoplada do B-caroteno e acido
linoleico

Amplamente utilizado em terapias o B-caroteno (Figura 8) € o mais abundante
dos carotenoides, € pouco solivel em agua e mais sollvel em solventes pouco
polares (ALVES et al., 2010).

O método baseia-se na oxidacdo do [B-caroteno/acido linoleico e avalia a
atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoléico. A descoloracdo € detectada espectrofotometricamente da alteracdo do [3-
caroteno devido aos produtos de degradacdo oxidativa do &cido linoleico (ALMEIDA
et al., 2006).

Figura 8 - Estrutura do B-caroteno

4. DETERMINACAO DOS MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NO
MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL DE DIABETES

Atualmente, a diabetes é considerada uma doenca crénica com alta taxa de
mortalidade, segundo dados recentes cerca de 170 milhdes de pessoas em todo
mundo sofrem de diabetes mellitus, e isto s6 vem a se agravar, pois especialistas
dizem que até 2030 estima-se duplicar esta margem de pessoas que sofrem desta
doenca. A diabetes é caracterizada como hiperglicémica crénica que danifica os
vasos sanguineos, promove a glicagdo de proteinas, altera o metabolismo
energético e aumenta o estresse oxidativo nos tecidos (FANG et al., 2017; LEHRKE,
et al., 2017).

A hiperglicemia € o aumento da glicose sérica a qual pode gerar estresse
oxidativo e representa o principal fator das complicacdes observadas em diabéticos.
Os niveis elevados de acucares no sangue causam auto-oxidacdo da glicose,

formando espécies reativas de oxigénio (EROs) tal como o anion radical superéxido,
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agentes pro-oxidantes como o peroxido de hidrogénio entre outros (BAYNES et al.,
1999).

O estresse oxidativo € um desequilibrio entre os agentes oxidantes e
antioxidantes do organismo humano e esta relacionado ao aparecimento de muitas
doencas crbnicas. As espécies reativas de oxigénio (EROS) séo produzidas pelo
metabolismo celular, porém quando ocorre o acumulo de EROS e ha a ineficiéncia
na capacidade de remocdo do seu excesso no organismo humano ha um
desequilibrio que resulta no agravamento de lesdes celulares. Desse modo, o0s
EROS desempenham papel fundamental no desenvolvimento de doengas crbnicas
(ZENG et al., 2017).

Os percussores de radicais livres mais comuns presentes no organismo
humano séo os anions superoxido e o radical hidroxila (BARREIROS, 2006).

As plantas surgem como possiveis fontes terapéuticas para o combate
destas espécies reativas, devido possuirem metabdlitos secundarios os quais
podem possuir acdes antioxidantes, anti-inflamatérios, antimicrobianos e
anticancerigenos (TUPEC et al., 2017).

A aplicacao das plantas como potenciais fontes terapéuticas nos organismos
devem ser estudadas juntamente com a etiologia das doencas para que se possa
avaliar os mecanismos de acdo em diferentes sistemas biol6gicos com o intuito de
esclarecer e predizer diagnosticos capazes de servirem como tratamento de
alteracdes enzimaticas como alteracbes da catalase, superdoxido dismutase e
glutationa s-transferase (BAHAMONDE et al., 2014; JAQUES et al., 2013; LADDHA
et al., 2013).

4.1 Catalase

A catalase € uma hemeproteina citoplasmética o qual catalisa a reducdo do
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. Esta enzima pode ser
encontrada no sangue, medula 0ssea, mucosas, rim e figado. Normalmente em
modelos de extresse oxidativo doecorrentes de agressdo térmica, os eterécitos

exibem diminuicéo da atividade da enzima catalase (FERREIRA, 1997).
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4.2 Superdxido dismutase

A superoxido dismutase pertence a uma familia de enzimas de diferentes
grupos prostéticos em sua composi¢do. Esta enzima possui papel fundamental
como um antioxidante pois catalisa a dismutacao do radical superéxido em peroxido
de hidrogénio e oxigénio. (FERREIRA, 1997).

4.3 Glutationa s-transferase

A glutationa S-transferase, compreende uma familia de enzimas o qual
catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa a compostos que
apresentem um carbono, nitrogénio ou um atomo de enxofre. Geralmente séo

encontradas no meio bioldgico como homo ou heterodimeros (HUBER, 2008).
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5. MATERIAIS E METODOS

As etapas referentes ao desenvolvimento desse estudo estdo resumidas no

fluxograma abaixo Figura 9.

Tabemaemontana
catharinens is

1
Otimizagdo da
extragio
Extrato Etandlico ‘./ Extrato Acetato de
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T T I I
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Figura 9 - Fluxograma das Atividades Desenvolvidas.
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5.1 Obtencéao das folhas de Tabernaemontana catharinensis.

Os materiais vegetais foram coletados na area indigena da cidade de Tenente
Portela (latitude 27°22'16" sul e longitude 53°45'30") oeste do estado do Rio Grande
do Sul.

A escolha do material vegetal se deu pelo fato de que os indigenas da regido
utilizarem as folhas, cascas e raizes difundidas em etanol contra doengas de pele e
contra picadas de cobras, sem que exista nenhuma comprovacéo cientifica dos
possiveis efeitos da planta, tais atividade apresentadas pela espécie nos intrigou e
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nos motivou para se trabalhar com as folhas da T. catharinensis, afim de se buscar o
porqué deste efeito apresentado pela planta, visando analisar o extrato como

possivel terapia auxiliar contra a patologia Diabetes.

5.2 Processamento das folhas de Tabernaemontana catharinensis.

Ap6s a coleta, o material vegetal foi seco em estufa (Nova Etica) a 35 °C por
48 horas e triturados em moinho de facas (Tecnal) para a realizacdo da extracao via

delineamento fatorial.

5.3 Extracdo de compostos bioativos da T. Catharinensis e delineamento

fatorial

Utilizou-se um delineamento fatorial 2°, totalizando-se 8 corridas em
triplicadas (Tabela 1), para verificar os efeitos das variaveis independentes: solvente
(etanol e acetato de etila), tempo de extracdo (30 e 60 min) e temperatura (35 e 65
°C) sobre o teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante e composicao
fendlicoa por cromatografia liquida de alta eficiéncia (definidos como variaveis
independentes). As variaveis independentes serdo X1 o solvente, a variavel X2 a
temperatura de extracdo (°C) e a variavel X3 é o tempo de extracao (min) (Tabela 2)
e as variaveis dependentes utilizadas foram: o teor de compostos fendlicos,
atividade antioxidante através do método do sequestro do radical DPPH e a
caracterizagdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos das folhas de T.

catharinensis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Tabela 1 - Planejamento Fatorial

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Ensaios X1 X2 X3 Solvente Tempo (min) Temperatura (°C)
- Al -1 -1 Ac.etila 30 35
= A2 +1 -1 -1 Etanol 30 35
€2 A3 1 +1 -1 Ac.etila 60 35
£ 2 A4 +1 +1 -1 Etanol 60 35
g S A5 1 -1 +1 Acetla 30 65
o] A6 +1 -1+ Etanol 30 65
20 A7 -1 +1 +1  Ac.etila 60 65
- A8 +1 +1 +1  Etanol 60 65

Tabela 2 - Condicdes e Variaveis utilizadas no delineamento fatorial

Variavel (-1) (+1)
X1 Solvente Acetato de etila Etanol
X2 Tempo 30 min 60 min
X3 Temperatura 35°C 65° C

A extracdo dos compostos fendlicos realizou-se conforme PRADO (2009). Os
solventes etanol e acetato de etila foram utilizados para extracdo de compostos
naturais de folhas de T. catharinensis. A massa de 3 g do triturado de folhas foram
transferidas para Erlenmeyers e adicionados 30 mL dos solventes separadamente e
submetidos a agitacdo em Shaker (sempre descrever marca, modelo e pais de
fabricacdo do equipamento SL 222) a 120 rpm por minuto conforme delineamento
experimental demonstrado na Tabela 1. Em seguida, os extratos foram transferidos
para tubo Falcon e centrifugados a 500 rpm (Hermle Z 200 A) durante 15 minutos,
na sequencia 0s sobrenadantes foram filtrados e armazenados em frascos
hermeticamente fechados, sob abrigo de luz e acondicionados em freezer a - 5 °C
para posteriores analises. Cada extracao foi realizada em triplicata, totalizando 24
ensaios.

A melhor condicdo de extracdo foi determinada pela quantificagcdo de
compostos fenolicos totais, atividade antioxidante pelo método DPPH expresso em
mg de Trolox/g de amostra e pela caracterizacdo dos compostos fenolicos

realizados pela cromatografia liquida de ala eficiéncia.
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5.4 Determinacdes de compostos fendlicos totais método espectrofotométrico
de Folin-Ciocateau

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton (1999), no qual uma
aliquota de 0,5 mL de cada amostra foram transferidas para tubos de ensaio sendo
adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (10%). Ap6s 5 minutos de
repouso da mistura, adicionam-se 2,0 mL de uma solugdo de Na,COj; (4%). As
solugdes foram conservadas ao abrigo de luz, a temperatura ambiente e apés 2
horas foram realizadas as leituras das absorbancias a 740 nm. Utilizando como
padrdao de referéncia o acido galico. Os resultados foram expressos em mg
equivalente em &cido galico.g™* de amostra (mg GAE.g™) e calculados por meio de
uma curva padrédo construida com concentracdes que variam de 1,25 a 62,5 yg.mL™
y = 0.0211x — 0.0168, R* =0,998).

5.5 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES IN VITRO

5.5.1 Atividade de sequestro do radical DPPHe

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et
al. (1995). Para avaliacdo da atividade antioxidante os extratos foram reagidos com
o radical estavel DPPH em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPH-
possui uma absorcéo caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apos a reducao
pelo hidrogénio transferido de um composto antioxidante. A mistura de reagéo foi
constituida da adicdo de 0,5 mL das amostras, 3 mL de etanol anidro e 0,3 mL da
solucao alcodlica do radical DPPH 0,3 mmol L. Os resultados foram expressos em
pmol de trolox/g de amostra através da curva padrdo utilizando o antioxidante trolox
como padrdo e com o tempo de reacdo de 30 min. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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5.5.2 Atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do B-caroteno e acido

linoleico

A medida da atividade antioxidante foram determinadas pela oxidac&o
acoplada do B-caroteno e do acido linoleico, de acordo com Ahn et al. (2004). Uma
solugao de B-caroteno foi preparada com 10 mg de B-caroteno e dissolvidos em 100
mL de cloroférmio, 3 mL da solucdo foi homogeneizada com 40 mg de &cido
linoleico e 400 mg de Tween 40 e em seguida, o cloroférmio foi removido com a
utilizacdo de uma corrente de gas nitrogénio, o residuo obtido redissolvido em 100
mL de agua aerada por 30 min. Aliquotas de 3 mL da emulsdo [(-caroteno/acido
linoleico foram misturadas com 300 pyL dos extratos das folhas de T. catharinensis
em uma concentracdo de 0,02 g/mL. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro a 470 nm, no tempo inicial e em intervalos de 20 minutos durante
2 horas com incubacéo a 50 °C, para a reacdo de oxidacdo. A amostra controle
contém 300 pL de etanol a 80%. Os ensaios foram realizados em triplicata. A
atividade antioxidante é expressa pela porcentagem de inibicdo relativa em relacéo
ao controle depois de 120 min de incubagéo, usando a (Equacéo 1):

DRc — DRs

AA(%) = DRex 100

Equacéo 1 - Porcentagem de inibigéo relativa em relacio ao controle.

Onde:

AA representa a atividade antioxidante

DR a taxa de degradacao da amostra controle (In(a/b)/120);

DRs a taxa de degradacdo da amostra contento a substancia teste (In(a/b)/120);
a: absorbancia inicial no tempo 0 e

b: a absorbancia depois de 100 min.
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5.5.3 Atividade antioxidante pelo método ABTS™

A capacidade de sequestrar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTSe+) segue o0 método descrito por Re et al., 1999. O radical
ABTS++ gerado a partir da reagédo da solugdo aquosa de ABTSe (7 mM) com 88 uL
de persulfato de potassio (140mM). Esta solucédo foi mantida ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente por 16 horas e ap0s esse periodo, diluiu-se a solucdo em
etanol até obter absorbéancia no comprimento de onda de 700 a 734 nm. Foram
adicionadas nas amostras a solucdo do ABTSe+ e as leituras realizadas em
espectrofotometro a 734 nm, apds 6 minutos de reacdo. Como referéncia utilizou-se
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), um antioxidante
sintético equivalente a vitamina E, nas concentrac¢des de 0,0015 a 0,045 ymol para a
curva padrdo y = 10,666x - 0,5757, R? = 0,999. Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos em umol TEAC.g™ de amostra (TEAC — capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox).

5.5.4 Atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro - FRAP

A determinacéo da atividade antioxidante mediante a reducéo do ferro (FRAP)
segue a metodologia descrita por Kuki¢ et al., (2008). O reagente FRAP foi
preparado no momento da analise, através da mistura de 25 mL de tampé&o acetato
(300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solugcédo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI), e 2,5mL
de FeCl3; (20 mM), em solugao aquosa. Uma aliquota de 100 uL das amostras foram
adicionadas a 3 mL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria por 30
minutos. As absorbancias foram medidas apds esse tempo e o0 espectrofotdmetro
zerado com a solugédo FRAP. A curva de calibragédo foram desenvolvida com sulfato
ferroso (200 a 2000 uM), e os resultados expressos em umol Fe?*g™* de amostra.
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6 IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE-DAD

A identificacdo dos compostos fenolicos foi realizada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (Varian, 920-LC, Walnut Creek, EUA) acoplada a um
detector de matriz de fotodiodo (PDA).

As analises foram realizadas em coluna C18 FR (250 x 4,6 mm, 5 ym)
utilizando fluxo de 1 mL min™, temperatura da coluna de 30°C. Composicdo da fase
movel: (A) H,O:H3PO4 (99,8:0,2 v v-1); (B) CH30H (100%) com gradiente iniciando
com 30% de B, em 15 min 64% de B, 11 min 75% de B, 2 min 95% de B, 1 min 95%
de B, 3 min 30% de B e finalmente 10 min em 30% de B, totalizando 42 min de
andlise. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa em uma faixa de
concentracdo que variou de 0,5 pg mL™ a 60 pg mL™ . As curvas de calibracéo e
regressao linear baseada nas areas de pico foram utilizadas para identificar e
quantificar os picos correspondentes aos compostos fendlicos. A identificacdo dos
compostos fendlicos foi realizada por comparacao do tempo de retencédo do sinal
analitico com padrfes auténticos nos comprimentos de onda de 280 nm e 320 nm.
Os padrdes utilizados neste estudo foram Acido cafeico (ACA), acido fertlico (AFE),
acido p-cumarico (APC), é&cido trans cinamico (ACT), rutina (RUT), quercetina
(QUE), pinocembrina (PIN), crisina (CRI), canferol (CAN), mangiferina (MAN) e
galangina (GAL) de acordo com o método de Oldoni et al., 2015.

Os teores de compostos fendlicos foram expressos para cada composto em
Mg/g de amostra. A determinacdao dos compostos fendlicos por CLAE foi realizada

em triplicata.

7. ATIVIDADES BIOLOGICAS

7.1 Animais

No experimento foram utilizados ratos Wistar machos adultos (200 - 250g),
obtidos do Biotério da Universidade Comunitaria da Regido de Chapeco -

Unochapeco (Chapecd, SC, Brasil). Os animais foram mantidos no Biotério da
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Faculdade de Pato Branco - FADEP em um ambiente com temperatura controlada
(23°C £ 1) e com um ciclo de 12 horas claro/escuro. As dietas, tanto sélida quanto

liquida, foram fornecidas ad libitum.

7.2 Aspectos Eticos

Os ensaios foram desenvolvidos no Programa de Pdés-Graduacdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos (PPGTP) da Universidade
Tecnolégica Federal do Parand campus Pato Branco e em parceria com a
Faculdade de Pato Branco (FADEP), na cidade de Pato Branco-PR.

Todos os experimentos e coletas descritos foram realizados respeitando os
principios éticos de experimentacdo e somente foi executado o projeto apls a

aprovacdo do Comité de Etica de Uso de Animais da FADEP sob o nimero: 001/17.

7.3 A Inducéo da diabetes

A indugcédo do modelo experimental de diabetes em ratos wistar foi realizada
via injecdo intraperitonial de 55 mg/kg de estreptozotocina (STZ) diluida em tampé&o
de citrato de sédio 0,1 M (pH 4,5). Os ratos controle receberam injecéo
intraperitoneal de volume equivalente ao seu peso somente com tampéao citrato de
sédio. Os ratos do grupo com estreptozotocina receberamo 5% de glicose em
substituicdo a agua por 24 h apés a inducéo da diabetes, com o objetivo de diminuir

a mortalidade provocada pelo choque hipoglicémico.
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7.4 O tratamento

O tratamento dos animais no modelo experimental de diabetes realizou-se
utilizando a melhor condicdo de extracao das folhas de T. catarinenses (extrato A8),
no qual o extrato foi rotaevaporado em evaporador rotativo modelo TE-211 Tecnal e
liofilizado em liofilizador modelo L108 Liotop, para entdo administracéo do extrato via
oral 300mg/kg diluido em solucdo fisiolégica (cloreto de sodio 0,9%). A
administracao via oral do extrato foi utilizado agulha de gavagem a qual assegura

dosagem adequada sem causar danos e prejuizos para o animal e ao experimento.

7.5 Os grupos do modelo experimental

Os animais do modelo experimental de diabetes foram divididos em quatro
grupos (n=6): Controle salina, Controle Cobrina 300 mg/kg, Diabetes, Diabetes +
Cobrina 300 mg/kg totalizando 24 ratos machos Wistar. O periodo de tratamento foi
de 30 dias utilizando o extrato da melhor condicdo extracdo (extrato A8) das folhas

de T. catharinensis.

8. ANALISES ANTIOXIDANTES EX VIVO

8.1 Ensaio Da Enzima Superoxido Dismutase

A técnica de dosagem da enzima superoxido dismutase € baseada na inibicao
do radical superoxido com a adrenalina, ao ocorrer a oxidagdo da adrenalina um
novo produto é formado, conhecido como adrenocromo e entdo detectado pelo
espectrofotometro modelo UV-1800 Shimadzu, em um comprimento de onda de
480nm. Para determinacdo da atividade da SOD os tecidos foram homogeneizados

em tampao K,HPO, 0,05 M, pH 7, foram centrifugado em centrifuga ( ThermoFisher
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Scientific) a 8000 por 15 min e aliquotas apropriadas do sobrenadante foram
utilizados para ensaio enzimatico, pelo método de Misra & Fridovich (1972). A
atividade enzimatica foram expressas em unidades de SOD/mg de proteina. A
dosagem da proteina foi determinada de acordo com o método de Brandford (1951),

utilizando como padréo uma solucgéo de albumina bovina.

8.2 Ensaio Da Enzima Catalase

A determinacao da atividade de CAT segue o método modificado de NELSON
& KIESOW (1972). O ensaio envolveu a mudanca de absorbancia a 240nm devido a
decomposicdo CAT na presencga de peroxido de hidrogénio. Uma aliquota (20uL) do
tecido (diluido 1:10 com NaCl 0,9%) foi homogeneizado em 1,910uL de tampé&o de
fosfato de potassio 50mM, pH 7,0. A determinacao espectrofotométrica foi iniciada
pela adicdo de 70uL de perdxido de hidrogénio (H,0,) 0,3mol L™. A alteracéo na
absorbancia 240nm foi medida durante 2min em modo cinético utilizando um
espectrofotdometro modelo UV-1800 Shimadzu. A atividade de CAT foi calculada e os
resultados foram expressos como nmol de CAT por min por mg de proteina. As
proteinas dos ensaios enzimaticos foram mensuradas pelo método de BRADFORD

(1951), utilizando a albumina como padrao.

8.3 Determinacdo Da Peroxidacao Lipidica

A peroxidacgéo lipidica dos tecidos segue o método de Ohkawa. Em tubos de
ensaios, foram adicionados 100 pL de agua, 200 uL de SDS 8,1% (m/v), 500 pL de
acido acético 1,5 M, 200 yuL de amostra do tecido e 500 pL de acido tiobarbitlrico
(TBA) 0,8% (m/v). Os tubos de ensaio foram agitados vigorosamente e em seguida
levados a banho-maria a 95 °C por 2 horas. Apés esse periodo, foram centrifugados
em centrifuga modelo Thermo Fisher Scientific a 2000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi separado e a absorbancia medida em espectrofotometro modelo
UV-1800 Shimadzu a 532 nm. Os niveis plasmaticos de MDA s&o expressos como
nmol MDA por g de tecido.
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A determinacdo da peroxidacdo lipidica do cérebro total foi determinada
conforme descrito por Jentzsch et al. (1996), em que se utiliza &cido ortofosférico e
acido tiobarbiturico (TBA) como reagentes. As amostras foram incubadas em 95°C
durante 45 minutos e a leitura foi realizada em espectrofotdémetro visivel modelo UV-
1800 Shimadzu, em 532 nm. Os resultados foram expressos por nmol MDA por

grama de tecido.

8.4 Determinacgéo Da Glutationa S-Transferase

A atividade da enzima Glutationa S-Transferase (GST) segue a metodologia
de Habig et al., (1974) usando CDNB como substrato (preparado em H,O ultrapura).
O ensaio foi conduzido em triplicata, a 25 °C, com tamp4&o fosfato de potassio 0,1M e
pH 7,4, na presenca de 1mM de glutationa reduzida, 1mM de CDNB, 100uL da
enzima. A mudanca direta da absorbancia, quando o substrato esta conjugado com
a glutationa, foi monitorada em modo cinético a 340nm por 2 minutos, anotando 0s
valores das absorbancias a cada 30 segundo, utilizando um espectrofotdmetro
modelo UV-1800 Shimadzu. A dosagem da proteina foi determinada de acordo com

o método de Brandford (1951), utilizando como padrdo uma solucéo de albumina.

9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 Otimizacéao via compostos fendlicos totais e atividade antioxidante DPPH

9.1.2 Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante DPPH

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos de folhas de T.
catharinensis variou de 0,561 a 2,027 mg EAGg™ enquanto que a atividade

antioxidante variou de 18,584 a 31,959 pmol de Trolox.g™* (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados obtidos referente ao delineamento fatorial para CFT (mg EAG g™ ) e AA
(umol Trolox g™ ) em extratos de folhas de T. catharinensis.

Variaveis Tabernaemontana catharinensis
. X1 X2 X3 TCF AA
Ensaios (min) C) (mg de EAG/g) (umol de Trolox/g)
Al (-1) Acetato de Etila (-1) 30 (-1) 35 0,561 + 0,075 18,584 + 0,797
A2 (+1) Etanol (-1) 30 (-1) 35 0,981 + 0,058 26,833 + 0,637
A3 (-1) Acetato de Etila (+1) 60 (-1) 35 0,670 + 0,026 21,353 £ 0,611
A4 (+1) Etanol (+1) 60 (-1) 35 1,047 + 0,036 24,800 * 2,159
A5 (-1) Acetato de Etila (-1) 30 (+1) 65 0,759 + 0,043 19,727 £ 1,200
A6 (+1) Etanol (-1) 30 (+1) 65 1,294 +£ 0,129 27,068 + 1,150
A7 (-1) Acetato de Etila (+1) 60 (+1) 65 1,070 £ 0,066 20,705 + 0,889
A8 (+1) Etanol (+1) 60 (+1) 65 2,027 +0,312 31,959 + 2,038

A andlise de variancia (ANOVA) de uma via demonstra (Tabela 4) que a as

trés variaveis testadas (solvente, tempo e temperatura) apresentaram influéncia

significativa na extracdo de compostos fendlicos, assim como a interacdo solvente e

tempo de extragéo, e tempo e temperatura.

Tabela 4 - Anélise de Variancia (ANOVA) para as variaveis dependentes CFT em extratos das

folhas de T. catharinensis.

Compostos fendlicos

Fatores éﬁr;;gggs G.L. gﬁgﬁggss F-calculado F-tabelado p-valor

Solvente (X1) 1,961 1 1,961 97,144 4,45 0,000

Tempo (X2) 1,341 1 1,341 66,417 4,45 0,000

Temperatura (X3) 0,556 1 0,556 27,538 4,45 0,000

X1; X2 0,181 1 0,181 9,009 4,45 0,008

X1; X3 0,054 1 0,054 2,675 - 0,120

X2; X3 0,282 1 0,282 13,989 4,45 0,001
Residuo 0,343 17 0,020 - - -
Total 4,720 23 - - - -

*G.L-Graus de liberdade.

A analise de variancia (ANOVA) de uma via revelou que (Tabela 5) para a

extracdo de compostos bioativos das folhas de T. catharinensis dois fatores

analisados (solvente e tempo), assim como as interacées entre solvente e tempo de

extracdo, e tempo e temperatura foram significativos e influenciaram a extracao de

compostos com potencial de sequestrar o radical DPPH.
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Tabela 5 - Andlise de Variancia (ANOVA) para as variaveis dependentes AA em extratos das
folhas de T. catharinensis.

Atividade Antioxidante DPPH

Fatores S?Jr;;rggcs)s G.L. gsggir;dooss F-calculado F-tabelado p-valor

Solvente (X1) 287,097 1 287,097 62,502 4,45 0,000

Tempo (X2) 41,438 1 41,438 9,021 4,45 0,007

Temperatura (X3) 5,948 1 5,948 1,294 - 0,270

X1; X2 33,995 1 33,995 7,401 4,45 0,014

X1; X3 4,621 1 4,621 1,006 - 0,329

X2; X3 22,550 1 22,550 4,909 4,45 0,040
Residuo 78,087 17 4,593 - - -
Total 473,739 23 - - - -

*G.L-Graus de liberdade.

O nivel de significancia pode ser observado para cada variavel do modelo
representado pelo valor F em que o valor de F calculado maior que o F tabelado
denota diferenca significativa para determinado fator. As Tabelas 4 e 5 demonstram
os fatores considerados significativos em que é preciso salientar que o F calculado
apresenta valores muito maiores do que o F tabelado: 4,45. A maior diferenca
encontrada para a variavel dependente composto fendlico foi no fator solvente, que
atingiu 21 vezes maior que o F tabelado, e a variavel dependente atividade
antioxidante o maior valor do F-calculado foi o fator solvente que atingiu valor de 14
vezes maior que o F-tabelado.

Outra forma de se constatar os resultados descritos na Tabela 4 e 5 é através
dos graficos de Pareto, mostrados pela Figura 10. O grafico de Pareto mostra os
possiveis efeitos dos fatores: solvente, tempo e temperatura de extracdo sobre as
respostas analisadas.

Os efeitos de cada variavel independente foram calculados pela anélise de
variancia e exemplificados pelo grafico de Pareto, conforme pode ser observado
pela Figura 10 a,b. Os compostos fendlicos apresentaram efeito positivo e
significativo nas variaveis solvente, tempo, temperatura; e na interagcdo tempo e
temperatura, solvente e tempo Figura 10a.

J& os efeitos significativos em relagdo a atividade antioxidante tiveram efeito
positivo e significativo nas variaveis, solvente, tempo; e na interacdo solvente e
temperatura, tempo e temperatura. Porém, a variavel temperatura apresentou efeito
negativo, o qual demostra que a variavel temperatura ndo influenciou na extracéo da
atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH, conforme pode ser verificado

na Figura 10b.
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Figura 10 - Gréfico de Pareto para T. catharinensis e varidveis dependentes: teor de compostos fendlicos
(1a) e atividade antioxidante (1b).

xixe 3,001554 « i

p=,05 p=.05

Figura 11: X1: Solvente; X2: tempo; X3: temperatura. X;;X;Xs: interacdo entre as variaveis. A linha em vermelho destaca o

nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Os resultados obtidos também foram analisados por regresséo linear maltipla
a qual gera modelos ajustados contendo somente os efeitos significativos para as
variaveis dependentes fendlicos totais e atividade antioxidante para as folhas de T.

catharinensis Tabela 6, Equacdes 2 e 3.

Tabela 6 - Modelos gerados por regressao linear maltipla para as variaveis dependentes, compostos
fendlicos e DPPH em funcdo dos fatores; solvente, tempo e temperatura.

Coeficiente de Correlagao

Equacbes Modelo Gerado (R?)
TCCF =1,051067 + 0,285892x1 + 0,236392x2 + 0,152217x3 + 0927
Equacéo 2 0,087067x1x2 + 0,108492x2x3 ’
Equacio 3 TCDPPH = 23,55083 + 3,45867x1 + 1,31400x2 + 1,19017x1x2 0.835
quag +0,96933x2x3 :

TCCF: Tabernaemontana catharinensis / Reposta: Compostos fendlicos;
TCDPPH: T. catharinensis / Reposta: DPPH. X1 solvente; X2 tempo; X3 temperatura.

O modelo de regressao linear multipla gera uma superficie de resposta em
que se observa no eixo x as variaveis dependentes para os compostos fendlicos e
atividade antioxidante em funcdo das variaveis independentes, solvente, tempo e
temperatura de extracdo. Os altos coeficientes de correlagdo indicam ajustes de
83% a 92% do modelo aos dados experimentais para atividade antioxidante e
compostos fendlicos totais respectivamente, e através dos modelos gera-se uma
superficie de resposta para cada variavel dependente, conforme as Figuras 11A,
11B, 11C e 12A, 12B.
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Figura 11: Superficies de resposta (A) solvente x tempo; (B) temperatura x tempo; (C) Temperatura x solvente
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Figural2A,B - Graficos de Superficie referente a resposta Atividade antioxidante DPPH

Nas Figuras 11 A, 11 B e 11 C é possivel perceber que o solvente etanol, temperatura de 65° C e um tempo de 60 minutos,
foram as varidveis mais eficientes para a extracdo dos compostos fendlicos. Estes resultados encontrados no nosso estudo
condizem com o que relata SIMOES (2007) que ao estudar os compostos fendlicos afirma que a solubilidade dos compostos
fendlicos € conduzida pela polaridade do solvente, 0os quais solventes mais polares como no caso o etanol conseguem solubilizar
melhor os compostos fendlicos. Ja XU (2007) afirma em seu estudo que o aumento da temperatura, torna as paredes celulares dos
compostos fendlicos mais permeaveis aumentando assim a solubilidade e diminuindo a viscosidade do solvente. Esta influéncia
das variaveis estudadas também pode ser verificada quando analisada os resultados para a atividade antioxidante DPPH, o qual

um aumento de tempo e utilizando etanol como solvente extrator houve uma melhora para a resposta da atividade antioxidante
DPPH, conforme pode ser verificado nas figuras 12 A e 12 B.
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9.2 Otimizacao Via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

9.2.1 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os resultados do teor de extracdo de compostos fendlicos presentes no extrato
das folhas de T. catharinensis ap0s os tratamentos Al a A8 (Tabela 7) demonstram
perfil cromatografico com presenca dos compostos fendlicos quercetina, rutina, acido
fertlico e pinocembrina. Os teores variam em funcdo do composto extraido e de
acordo com as caracteristicas de cada ensaio. Os teores de pinocembrina obtidos
nos ensaios Al (acetato de etila, 30 min e 35 °C), A3 (Acetato de Etila, 60 min, 35
°C), A5 (Acetato de Etila, 30 min, 65 °C) e A7 (Acetato de Etila, 60 min, 65 °C) néo
demonstraram variacao significativa estatisticamente.Tukey (p<0.05) (Tabela 7).

No ensaio A6 (Etanol, 30 min, 65 °C) ocorreu aumento significativo no teor de
quercetina quando comparado com os ensaios A2 (Etanol, 30 min, 35 °C), A4 (Etanol,
60 min, 35 °C) e A8 (Etanol, 60 min, 65 °C) (Tabela 7). O teor de rutina no ensaio A6
(Etanol, 30 min, 65 °C) houve aumento significativo da extracdo quando comparado
aos ensaios A2 (Ethanol, 30 min, 35 °C), A4 (Ethanol, 60 min, 35 °C) e A8 (Ethanol,
60 min, 65 °C) (Tabela 7). Os ensaios A2 (Etanol, 30 min, 35°C) e A4 (Etanol, 60 min,
35°C) houve aumento de extracdo no teor de rutina quando comparados ao ensaio
A8 (Etanol, 60 min, 65°C) (Tabela 7).

Com relagéo ao acido fendlico ferulico houve aumento significativo no ensaio
A8 (Etanol, 60 min, 65°C) quando comparado com o ensaio A2 (Etanol, 30 min, 35°C)
(Tabela 7). No teor de extracdo do acido cumarico houve aumento significativamente
no ensaio A8 (Etanol, 60 min, 65°C) quando comparado com aos ensaios A2 (Etanol,
30 min, 35°C) e A4 (Etanol, 60 min, 35°C) (Tabela 7).

47



Tabela 7 - Teor de compostos fendlicos expressos em (ug/g) por cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos das folhas de
Tabernaemontana catharinensis.

Compostos Fendlicos (ug/g)

Amostras Solventes (S) Tempo Temperatura (°C) Amostras Quercetina Rutina Ac. Ferulico Ac. Cumarico Pinocembrina
(min)
Al Acetato Etila (-1) 30 (-1) 35 (-1) Al >LD >LD >LD >LD 0,154% + 0,038
A2 Etanol (+1) 30 (-1) 35 (-1) A2 0,166°+ 0,015 0,354°+0,038  0,014°+0,000  0,015°+0,001  0,016" + 0,002
A3 Acetato Etila (-1) 60 (+1) 35 (-1) A3 >LD >LD >LD >LD 0,148" £ 0,003
Ad Etanol (+1) 60 (+1) 35 (-1) A4 0,186" £ 0,007 0,382°+0,015 0,020° +0,002 0,020 +0,001  0,016° + 0,003
A5 Acetato Etila (-1) 30 (-1) 65 (+1) A5 >LD >LD >LD >LD 0,157% + 0,009
A6 Etanol (+1) 30 (-1) 65 (+1) A6 0,257°+0,031  0,512°+0,056 0,023 +0,007 0,023*°+0,003  0,015" + 0,001
A7 Acetato Etila (-1) 60 (+1) 65 (+1) A7 >LD >LD >LD >LD 0,141% + 0,001
A8 Etanol (+1) 60 (+1) 65 (+1) A8 0,140°+ 0,001 0,189 +0,001  0,026*+0,005 0,050°+0,000  0,015° 0,000

> LD: Menor que o limite de deteccdo. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em médias. Valores seguidos por letras
diferentes na mesma linha para T. catharinensis iniciais sdo significativamente diferentes entre os compostos fendlicos (p <0,05). Valores seguidos por letras
diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes entre os extratos de tratamento (Al a A8) (P <0,05). Fonte: Autor (2018).
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O comportamento na variacao dos teores da extracdo dos compostos fendlicos
esta diretamente relacionado as variaveis independentes o solvente, o tempo e a
temperatura. De acordo com Souza-Sartori et al. (2012) a utilizagéo de 40% de etanol
e temperatura de 70 °C é o ensaio que melhor extrai os flavonoides nas partes aéreas
da cana de acucar. Vedana et al. (2008) também demonstra que a extracdo hidro
alcodlica a quente associada a trituracdo favorece a extracdo dos compostos
fendlicos presentes na uva devido aumentar a habilidade de extracdo dos compostos
fendlicos. A utilizacdo de temperatura torna as paredes celulares mais permeéveis,
aumentando a solubilidade e a difusdo dos compostos a serem extraidos que
possibilita diminuicdo da viscosidade do solvente facilitando a extracdo (Xu et al.,
2007).

Segundo Simdes et al. (2007) a solubilidade dos compostos fendlicos é
conduzida pela polaridade do solvente, no estudo o solvente etanol possui
caracteristica de polaridade semelhante aos compostos fendlicos presentes nas
plantas os quais encontram-se normalmente no estado livre na forma de ésteres ou
heterosideos altamente solUveis em solventes polares. Os resultados de teor de
extracdo do estudo estdo de acordo com a literatura em que a utilizacdo de solvente
polar e a temperatura maior promovem a melhor extracdo dos compostos fendlicos.

A analise de variancia (ANOVA) revelou ajuste adequado dos dados do
modelo experimental utilizado neste trabalho os quais foram submetidos ao
tratamento térmico e analisados pelo Fatorial Design e metodologia de superficie de
resposta (RSM) demonstrada na Tabela 8 e Figuras la-p. Os seis modelos gerados
pelo algoritmo estabelecido pelo Factorial Design e pela RSM foram significativos
estatisticamente (p<0,05). A relacdo F calculado e F tabelado variaram entre 757,56 a
2,66 (Tabela 8) indicando o correto ajuste dos dados ao modelo experimental. Os
seis modelos gerados apresentaram coeficientes de correlagcéo (R?) com variacéo de
0,94 a 0,97 (Tabela 8) em que a variabilidade de dados é justificada pelos modelos
gerados (Tabela 8).

Porém, alguns modelos apresentaram falta de ajuste e para contornar esta
inadequacéo foi determinado o teste qui-quadrado para a pinocembrina, a quercetina,

0 acido ferualico e o acido cumarico na resposta global (p>0,94; Tabela 8). A analise
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indica que nao ha diferenca significativa entre os valores observados e preditos para
estas respostas e, somente para a rutina houve diferenca estatistica significativa

entre os valores observados e preditos para o modelo (Tabela 8).
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Tabela 8 - Analise da resposta de variancia dos compostos fendlicos de T. catharinensis submetidos a tratamentos de acordo com

(Factorial Design).

Fonte de Variagao SQ GL QZ médio Fecalculado R’ Frabelado p- valor Teste QZ

Quercetina Modelo 2338,58 6 389,76 261,26 0,96 2,7 - 13,27
Residuo 25,36 17 1,49 - - - - -
Total 2363,95 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,00 -
Q? - - - - - - 0,94 -

Rutina Modelo 9354,60 5 1870,92 342,78 0,94 2,77 - 35,52
Residuo 98,24 18 5,45 - - - - .
Total 9452,85 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,00 -
Q’ - - - - - . 0,046 :

Ac. Ferulico Modelo 29,98 3 9,99 149,12 0,95 3.1 - 0,88
Residuo 1,34 20 0,06 - - - - -
Total 31,32 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,42 -
Q’° - - - - - - 1,00 -

Ac. Cumarico Modelo 67,00 7 9,57 492,79 0,97 2,66 - 2,16
Residuo 0,31 16 0,01 - - - - -
Total 67,31 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,00 -
Q° - - - - - - 1,00 -

Pinocembrina Modelo 1096,57 1 1096,57 757,56 0,97 4,3 - 2,38
Residuo 31,85 22 1,45 - - - - -
Total 1128,41 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,64 -
Q’° - - - - - - 1,00 .

Resposta Global Modelo 20,97 5 4,19 136,63 0,96 2,77 - 0,46
Residuo 0,55 18 0,03 - - - - -
Total 21,52 23 - - - - - -
Falta de ajuste - - - - - - 0,02 -
Q° - - - - - - 1,00 -

*SQ-Soma dos quadrados, GL- Graus de liberdade, QZ-Qui-quadrado.

Fonte: Autor (2018).

o1



9.2.2 QUERCETINA

A quercetina foi extraida das folhas de T. catharinensis em maiores
concentracfes com o uso do solvente etanol a temperatura de 65 °C e 60 minutos de
extracdo. O grafico de Pareto apresentado na Figura 13 demonstra que o fatores
solvente, tempo e as interacdes tempo e temperatura, solvente e temperatura

(p<0,05) foram significativos na extragdo do composto.

X1 // 36,519
X2;X3 / -6,63541
X1;X3 / -4,71266

X2 -4,71266
X1;X2 2,143297
X3 2,143297
p=,05

Reposta: Quercetina. X; solvente; X, tempo; X3 temperatura. Xi;X,;Xs: interacéo entre as variaveis. A linha em vermelho
destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 13- Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extragao da
quercetina.

Os efeitos das varidveis estudadas influenciaram a extragcdo do composto
fendlico quercetina. Segundo Spagolla et al. (2009) o extrato etandlico do mirtilo
obteve maiores teores de compostos fenélicos o que esta de acordo com 0 Nosso
estudo o qual demonstra que o solvente influencia a extracao da quercetina.

O modelo de regressdo multivariado para a quercetina apresentou um R? de
0,96 indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais observado pela
Equacéao 4 e resposta superficial Figura 14 A,B,C.

Quercetina (’;Tg) =9,38 + 9,37X1-1,21X2-1,21X2:X3-1,70 X1: X3

Equacéo 4 - Equacgdo garada para quercetina
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9.2.3 RUTINA

A melhora da extracdo do composto fendlico rutina ocorre nas seguintes
condicdes: temperatura (65 °C), tempo (60 min) e utilizando como solvente extrator o
etanol. O grafico de Pareto apresentado na Figura 15 demonstra que o fatores
solvente, tempo e as interagcdes tempo e temperatura, solvente e temperatura foram

significativos (p<0,05) na extragdo do composto.

X1 / 15,32357

X2;X3 / -3,74562

X1;X3 -3,13931
X2 / -3,13931
X1;X2 —,37131;[
X3 -,371311
p=,05

Reposta:Rutina. X; solvente; X, tempo; Xz temperatura. Xi;X»;Xs: interagdo entre as variaveis. A linha em vermelho
destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 65 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extragdo da rutina.

O modelo de regressdo multivariado para a rutina apresentou um R? de 0,94
indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais observado pela Equacgéo

5 e resposta superficial Figura 17A,B,C.

Rutina (’;Tg) =17,98 + 17,98 X1 - 3,68 X2 — 3,68 X2: X3 — 4,39 X1: X3

Equacéo 5 - Equacao gerada para rutina.
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A rutina € um flavondide que pertence a subclasse dos flavonois no qual se
apresenta como um dissacarideo (raminose + glicose) ligados na posi¢cdo 3 do anel
pirano como se observa na Figura 16.

Segundo Alara et al. (2017) ao estudar as folhas de Vernonia amygdalina
utilizando variacdo de temperatura de 60 a 80°C e variacdo na concentracdo de
etanol demonstraram que nestas condi¢cdes de variaveis ha contribuicdo para melhor
extracao dos flavonoides e compostos fendlicos, dados os quais estdo de acordo com

0 estudado.

Figura 7 - Estrutura da rutina.
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9.2.4 ACIDO FERULICO

O &cido ferulico foi extraido em maiores concentra¢cdes com o uso do solvente
etanol a temperatura de 65 °C de extracdo. O grafico de Pareto apresentado na
Figura 18 demonstra que o fator solvente, temperatura e as interacdes solventes e

tempo foram significativos (p<0,05) na extracdo do composto.

X1 / 18,31065
X3 // 3,261401

X1;X2 3,261401
X1;X3 ;1,921048
X2 1,921048
X2:X3 -,818479
p=,05

Reposta: Acido ferulico. X; solvente; X, tempo; Xs temperatura. X;;X;Xs: interacdo entre as variaveis. A linha em
vermelho destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 18 - Grafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extragéo do
acido ferulico.

O modelo de regressdo multivariado para o acido fertlico apresentou R? de
0,95 indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais 0 que pode ser

observado pela Equagéo 6 e resposta superficial na Figura 20A,B,C.

Ac.Ferulico (ug/g) = 1,07 + 1,07 X1+ 0,19 X3 + 0,19 X1X2
Equagdo 6 - Equacao gerada para o acido ferulico.
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O potencial antioxidante do &acido ferulico pode ser atribuido as suas
caracteristicas estruturais (Figura 19) a qual apresenta um nucleo fendlico com
cadeia lateral insaturada com possibilidade de formar radical fenoxi e se estabilizar
por ressonancia promovendo desse modo o potente efeito antioxidante (SRINIVASAN
et al., 2007).

Bitencourt et al. (2016) relata que o acido ferulico atingiu valores maiores de
solubilidade em etanol puro e com altas temperaturas. A tabela 7 demonstra os
teores encontrados em nosso estudo os quais estdo de acordo com Bitencourt et al.
(2016) em que ha maior afinidade do acido ferulico com o solvente etanol

ocasionando a melhor extracdo do composto.

Figura 19- Estrutura do acido ferulico.
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9.2.5 ACIDO CUMARICO

A melhora da extragdo do 4cido cumarico ocorreu utilizando como solvente
extrator o etanol. O grafico de Pareto apresentado na Figura 21 demonstra que o
fator solvente, tempo e temperatura e as interacoes solventes e temperatura, solvente

e tempo, temperatura e tempo foram significativos (p<0,05) na extracdo do composto.

X1 // 19,22392
X3 /// 6,628048

X1;X3 // 6,628048

X1,X2 // 5,461018

X2 / 5,461018

X3;X2 // 3,803535

p=,05

Reposta: Acido cumarico. X; solvente; X, tempo; Xs temperatura. X;;X»;Xs: interagao entre as variaveis. A linha em
vermelho destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 21 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracdo do
acido cumérico.

O modelo de regressdo multivariado para o acido cumarico apresentou R? de
0,97 indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais observado na
Equacéao 7 e resposta superficial na Figura 22A,B.

Ac. Cumarico (’;Tg) =137 +1,37X1 + 0,47 X3 +0,39X2+ 0,47 X1: X3 + 0,39 X1: X2 + X3: X2

Equacéo 7 - Equacdo gerada para acido cumarico.
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9.2.6 PINOCEMBRINA

O modelo de regressdo multivariado para a pinocembrina apresentou R? de
0,97 observado pela Equacéo 8 e resposta superficial na Figura 24. Assim como 0s
demais compostos fendlicos deste estudo, a pinocembrina variou seu teor conforme
as condicbes empregadas a qual apresentou melhora na extragdo quando utilizado
como solvente extrator o acetato de etila.

Segundo Belke et al. (2011) os solventes menos polares recuperam as
agliconas livres tais como as flavononas (pinocembrina), flavondis e flavonas. A
reducdo da extracdo do composto é confirmada quando comparado a extracao da
pinocembrina utilizando solvente de maior polaridade (etanol) do que um de menor
polaridade (acetato de etila) (Tabela 7).

O grafico de Pareto apresentado na Figura 23 demonstra que o fator solvente

foi significativo (p<0,05) na extragdo do composto.

X1;X2 1,000367

\

X2 -,977494

X3;X2 / -,419921

X3 -,291808
X1;X3 ,1407044
p=,05

Reposta: Pinocembrina. X; solvente; X, tempo; X3 temperatura. Xi;X»;Xs: interagdo entre as variaveis. A linha em
vermelho destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 23 - Gréfico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para extracédo da
pinocembrina.
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O modelo de regresséo multivariado para o acido cumarico apresentou um R?
de 0,97 indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais observado pela
Equacéo 8 e resposta superficial na Figura 24A,B.

Pinocembrina (%g) =8,31 — 6,74 X1

Equacao 8 - Equacdo gerada para pinocembrina.
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9.2.7 Resposta Global

Importante salientar a andlise multivariada de forma global que se refere a
todos os meétodos estatisticos que analisa simultaneamente as multiplas medidas do
nosso objeto de investigacdo. Essa resposta global do modelo de regressao
multivariada apresentou R? de 0,96 o qual pode ser observado pela Equacdo 9 e
resposta de superficie nas Figuras 26 A,B,C. Essa andlise evidencia que as melhores
condicdes de extracdo dos compostos fendlicos de T. catharinensis ocorre sob
temperatura 65 °C, tempo 60 min utilizando solvente extrator etanol.

O gréfico de Pareto apresentado na Figura 25 demonstra que o fator solvente,
temperatura e as interacdes solvente e a temperatura, tempo e temperatura foram

significativos (p<0,05) na extracdo dos compostos.

X1 / 20,87183
X1;X3 / 3,845783
X3 / 3,701126

X3;X2 -2,41928

X1;X2 / 4420397

X2 -,219471

p=,05

Reposta: Resposta Global. X; solvente; X, tempo; Xz temperatura. Xi;Xs;Xs: interagdo entre as variaveis. A linha em
vermelho destaca o nivel de corte para a significancia. p<0,05.

Figura 25 - Gréafico de Pareto mostrando os fatores significativos (p<0,05) para resposta global.

Resposta Global (%q) =1,66 +0,89X1 +0,15X3 +0,16 X1: X3 - 0,10 X3: X2

Equacéo 9 - Equacdo gerada para a resposta global.
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Figura 27 - Gréafico de PCA: Efeitos de fatores de tempo e temperatura na conversao de
compostos fenolicos: a) pontuagdes b) grafico de carga para compostos fendlicos.

Com o intuito de melhorar os resultados dos dados estatisticos e através da
analise multivariada para o teor de extracdo de compostos fendlicos denominada de

analise de componentes principais (PCA) a qual fornece informagbes mais
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relevantes. Brevemente, a PCA é uma ferramenta na qual consiste em mudanca de
base dos dados multivariados que contém histogramas médios das imagens
digitalizadas para cada categoria, sendo um subsistema capaz de reter informacdes
gue representam de modo mais adequado cada variavel individualmente (Godinho et
al., 2008).

A PCA demonstra que dois principais componentes foram identificados,
explicando 98,18 % de variabilidade total, PC1 87,87% e PC2 10,10% de variagdo em
gue as correlagbes com as varidveis de entrada sdo apresentadas nas Figuras 27
a,b. O grupo formado pelos compostos fendlicos acido cumarico, acido ferulico
(segundo quadrante figura 27a) foi fortemente influenciado pelo solvente etanol,
aquecimento de 65°C e por um tempo de 60 min. O grupo representado pelo
composto fendlico quercetina e rutina (terceiro quadrante figura 27a) demonstram
serem influenciados em sua extracao pelo solvente etanol, aquecimento de 35 e 65
°C e por tempo de 30 e 60 min.

O grupo representado pelo composto fendlico pinocembrina, (primeiro
guadrante figura 27a) foi fortemente influenciado pelo solvente acetato de etila,
aquecimento de 35 e 65 °C e por um tempo de 30 e 60 min. A andlise dos
componentes realizados nos conjuntos dos compostos fendlicos foi eficiente e
contribuiu para a identificacdo da otimizacdo do teor de extracdo dos compostos
fendlicos nos diferentes ensaios testados em que o extrato A8 demonstrou ser a

melhor condi¢édo de extracao.
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10. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DA MELHOR CONDICAO DE
EXTRACAO (EXTRATO A8)

Apés todas as analises para identificar a melhor condicdo de extracdo
avaliou-se as atividades antioxidantes nos meétodos in vitro: compostos fendlicos
totais, DPPH, FRAP, ABTS e [-Caroteno. Somente foi utilizado nos testes
antioxidantes o extrato A8 (etanol, 60 min, 65 °C) da T. catharinensis que
demonstrou ser a melhor condicao de extracdo de compostos fendlicos.

O extrato A8 da T. catharinensis apresentou teor de compostos fendlicos
totais 23,34 mg de EAG/g™ (Tabela 9) o qual é inferior aos teores encontrados por
BOLIGON et al. (2013) com valores variando entre 135,57 a 562,780 mg de EAG/g™.
Pode-se sugerir que o baixo teor de extracdo do nosso estudo é devido aos fatores
de extracdo que utiliza diferentes solventes extratores, locais e épocas distintas de
coleta das folhas que alteram a composicéao fitoquimica da planta.

A determinacdo da atividade antioxidante DPPH do extrato A8 apresentou
neste estudo teor de 34,26 pmol de Trolox (Tabela 9). Os resultados encontrados
diferem dos teores encontrados por ARBELAEZ-HOYOS et al. (2018), que relataram
teores da capacidade antioxidante DPPH da fruta manga variando entre 65,57 a
773,72 pmol/g. O poder da atividade redutora (FRAP) do extrato de T. catharinensis,
apresentou teor de 24,13 pmol Fe?* (Tabela 9). Os resultados encontrados foram
inferiores ao encontrado por ALMEIDA et al. (2018) que ao estudar o extrato
hidroalcodlico das folhas de kiwi encontrou teor de 3076,35 umol Fe?". A
determinacdo da atividade antioxidante ABTS do extrato A8 apresentou teor de
12,57 umol Trolox (Tabela 9) o qual é teor inferior guando comparado a WAN et al.
(2016) que relata teor de 108,85 umol para as folhas de Artemisia annua L.

As atividades de oxidacao acoplada ao (3-Caroteno e acido linoleico do extrato
A8 apresenta teor superior (78,85 AA (%); Tabela 9) ao encontrado por SOUZA DE
SA et al. (2012) o qual relata valores que variam de 17,61 a 41,20 AA (%) que
estudou as partes aéreas da cana de acucar.

Importante salientar que a diferenca entre os teores fendlicos e a capacidade
antioxidante do extrato em nosso estudo sdo comparados com espécies diferentes

da T. catharinensis. A falta de estudos das folhas T. catharinensis nas mesmas
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condi¢cdes metodolégicas demonstra, aparentemente, que o teor de fendlicos e a
capacidade antioxidante sejam inferiores ao kiwi, manga e Artemisia annua, mas na
verdade é que cada espécie possui caracteristica propria de producdo de
fitoquimicos. Além disso, as diferencas metodoldgicas empregadas na extracao dos
compostos como a escolha do solvente extrator, o local em que a planta se
encontra, o tipo de solo, a por¢cdo da planta utilizada para o estudo, a genética da
espécie e o clima podem alterar significativamente a quantidade de compostos
fitoquimicos presentes na planta.

Entretanto, apesar da baixa atividade antioxidante o extrato da T.
catharinensis apresenta excelentes compostos antoxidantes capazes de atuar contra

possiveis agentes oxidantes.

Tabela 9 - Atividade antioxidante da melhor condi¢cdo de extragéo.

Atividades Antioxidantes Tabernaemontana catharinensis
Compostos fenolicos 23,34+0,03 mg de EAG/g-1
DPPH 34,26£1,17 umol de Trolox
FRAP 24,13+0,04 pmol Fe 2°
ABTS 12,57+0,66 pmol Trolox
B-caroteno/acido linoleico 78,85+0,67 AA (%)

Fonte: Autor (2018).
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11 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EX VIVO EM MODELO ANIMAL
DE DIABETES

No presente estudo os niveis da atividade catalase somente aumentaram
significativamente no cérebro total de ratos diabéticos quando comparados ao grupo
salina (Figura 28.d). Pode-se sugerir que este aumento da atividade da enzima
corresponde as alteragcdes metabdlicas da diabetes induzida por estreptozotocina a
gual aumenta a atividade enzimatica devido ao estresse oxidativo causado no tecido
(Figura 28.d). Segundo KAKKAR et al. (1995) e LEE et al. (2018) o aumento da
atividade da catalase pode ser devido a maior producao de H,O; e juntamente com
a hipoinsulinemia ocorre aumento da atividade da enzima acetil Co-A que inicia a -
oxidacdo dos acidos graxos, resultando na producédo de H,O,. Esta producdo de
H,O, ocorre pelo mecanismo de conversao de radicais superoxidos O, em peroxido
de hidrogénio através da atuacdo da superdxido dismutase em que no passo
seguinte o peroxido de hidrogénio € decomposto em agua e oxigénio molecular pela
atuacao da enzima catalase (YENKOYAN et al., 2018).

No tecido de bagco o extrato das folhas de T. catharinensis ndo teve acgao
antioxidante suficiente para diminuir significativamente em nivel do controle a
atividade da catalase no modelo de diabetes (Figura 28.a). Pode-se sugerir que o
aumento na dose administrada aos animais diabéticos possivelmente possam ter
efeito positivo de combate ao estresse oxidativo neste modelo experimental devido
as caracteristicas dos compostos fitoquimicos presentes na planta estudados na

sessao in vitro.
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Figura 28 a-d. Atividade da enzima catalase nos grupos salina, diabético, cobrina e diabético +
cobrina nos tecidos de baco, figado, rim e cérebro total de ratos Wistar. Barras representam médias +
SEM. Os iconogramas com letras iguais sdo estatisticamente iguais e iconogramas com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p <0,05 n=6). Os resultados sédo
expressos em nmol/mg de proteina.
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Em resposta a andlise das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) ndo houve alteracbes significativas nos tecidos estudados quando
comparado o grupo salina e com o grupo diabético (Figura 29 a.b.c.d).

A planta per se apresentou diferenca significativa do nivel do TBARS nos
tecidos do rim e do cérebro total quando comparados o grupo diabético e com o
grupo cobrina (Figura 29.c, 29.d). Pode-se sugerir que esta diminuicdo da
peroxidacao lipidica no tecido do rim e do cérebro total corresponda a acdo dos
agentes antioxidantes presentes nas folhas da T. catharinensis. Belhling et al. (2004)
afirmam que a quercetina possui alto potencial antioxidante e seus efeitos protetores
podem atuar sob o sistema renal a qual esta presente no extrato da planta em
estudo além da rutina, acido ferrulico, acido cumarico e pinocembrina.

Moreira et al. (2004) afirmam que ao verificar a acdo de extratos de diferentes
ervas, mostarda, canela e erva doce sob a peroxidagao lipidica em tecidos de ratos
como o figado, o cérebro, o coracao, o tecido adiposo e os rins observou reducéo
nos niveis de TBARS indicando efeito inibitério da peroxidacéao lipidica. Este efeito é
devido a presenca de compostos fendlicos o qual apresentam atividade quelante de
metais. Em nosso estudo pode-se observar queda significativa dos niveis de TBARS
no rim e no cérebro total nos grupos tratados com a planta per se quando
comparados com o grupo diabético o que indica que o extrato etandlico das folhas
de T. catharinensis possui efeito antioxidante nesses tecidos, mas nao suficiente
para diminuir a peroxidacdo quando submetidos ao modelo experimental de
diabetes.

No tecido do Baco houve diminuigcdo significativa na peroxidacgdo lipidica no
grupo diabetes + cobrina quando comparado com os demais grupos (Figura 29.a)
demonstrando que as folhas da T. catharinensis pode combater os radicais livres no

baco de animais diabéticos.
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Figura 29 a-d - Atividade da peroxidacao lipidica (TBARS) nos grupos salina, diabético, cobrina e
diabético + cobrina nos tecidos de baco, figado, rim e cérebro total de ratos Wistar. Barras
representam médias + SEM. Os iconogramas com letras iguais sdo estatisticamente iguais e
iconogramas com letras diferentes séo estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p <0,05 n=6).
Os resultados séo expressos em nmol MDA/ g de tecido.
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Os resultados da atividade enzimatica da Glutationa S-transferase (GST) no
tecido de baco somente houve diminui¢ao significativa no grupo diabetes + cobrina
guando comparado ao grupo cobrina (Figura 30.a). Pode-se sugerir que o estresse
oxidativo aumenta a atividade da enzima no baco quando o extrato A8 da melhor
condicdo de extracdo das folhas de T. catarinenses é administrado via oral na dose
de 300mg/kg.

No tecido figado (Figura 30.b) houve aumento significativa da atividade da
GST no grupo diabetes quando comparado ao grupo salina e o grupo diabete +
cobrina. Segundo Moraes (2013) a diminuicdo da atividade da GST observada no
grupo contendo o tratamento mais a patologia esta relacionada com a reducéo da
disponibilidade da GSH. Pode-se sugerir que o extrato A8 da T. catharinensis na
dose de 300mg/kg no figado possui acdo antioxidante no combate ao estresse
oxidativo diminuindo a atividade da enzima.

No tecido do rim (Figura 30.c) houve aumento significativo da GST no grupo
diabetes + cobrina quando comparado aos grupos cobrina, diabetes e salina. Pode-
se sugerir que a planta no tecido de rim € capaz de aumentar o estresse oxidativo
guando administrada aos animais com diabetes induzidas por estreptozoticina. Estes
resultados estdo de acordo com Boni et al. (2011) que utilizou extrato hidro alcodlico
de T. catharinensis e demonstrou que o tratamento de 500 mg/kg altera parametros

bioquimicos com alteracdes histoldgicas no rim.
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Figura 30 a-d - Atividade da atividade enzimatica da glutationa S-transferase nos grupos salina,
diabético, cobrina e diabético + cobrina nos tecidos de baco, figado, rim e cérebro total de ratos
Wistar. Barras representam médias + SEM. Os iconogramas com letras iguais sdo estatisticamente
iguais e iconogramas com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p
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A atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) ndo houve alteracao
significativa para os tecidos de rim (Figura 31c) e figado (Figura 31b). Os resultados
demonstram que houve aumento significativo da SOD no tecido baco (Figura 31.a)
no grupo diabético+cobrina quando comparado aos demais grupos. Este aumento
da atividade da enzima esté relacionado com o aumento do extresse oxidativo no
diabetes quando submetido ao tratamento demonstrando que o extrato A8 da planta
pode ser toxico para o baco na dose de 300 mg/kg. Rongrong et al. (2009) relata
gue o estresse oxidativo pode aumentar a atividades de importantes enzimas como
a SOD que combate a exacerbada producéo de radicais hidroxila causando danos
irreversiveis ao tecido como a fragmentacdo de DNA e a desnaturacdo das
proteinas.

No tecido de cérebro total (Figura 31.d) houve diminuicdo significativa na
atividade da SOD no grupo diabetes + cobrina quando comparado aos grupos
controle e diabético e no grupo cobrina quando comparado ao grupo diabético.
Pode-se sugerir que a administracdo da planta em estudo promove e possui a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica e possuir efeito positivo
combatendo o estresse oxidativo. Estes resultados estdo de acordo com Lehmann et
al. (2015) que ao estudar os efeitos antioxidantes da fracdo acetato de etila do
extrato de T. catharinensis em plasma de rattus novergicus verificou que o grupo
diabético tratado com 80mg/Kg de T. catharinensis diminuiu significativa a atividade

da SOD quando comparado com o grupo controle diabético.
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Figura 31 a-d - Graficos da atividade enzimatica da superdxido dismutase nos grupos salina,
diabético, cobrina e diabético + cobrina nos tecidos de baco, figado, rim e cérebro total de ratos
Wistar. Barras representam médias + SEM. Os iconogramas com letras iguais sao estatisticamente
iguais e iconogramas com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (Anova de uma via, p
<0,05 n=6). Os resultados sdo expressos em nmol/mg de proteina.
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12 CONCLUSAO

De acordo com o disposto acima os resultados deste trabalho indicam que os
extratos etanolicos das folhas de T. catharinensis apresentam teores de compostos
fendlicos em baixas concentracbes especialmente a quercetina, rutina, &cido
ferulico, &cido cumarico e pinocembrina quando comparados a outras plantas.

A otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos das folhas da T.
catharinensis demonstrou que através da andlise de variancia de uma via utilizando
a metodologia de superficie de resposta somada ao conjunto de dados dos
componentes principais e pela resposta global relacionados com a variavel
temperatura, tempo e solvente foi possivel aperfeicoar a extracdo dos compostos
presentes no extrato das folhas de T. catharinensis. Pode-se sugerir que o solvente
etanol extrai com maior eficiéncia os compostos fenolicos em temperatura a 65 °C e
tempo de 60 min. O delineamento fatorial permitiu a reducdo do niumero de ensaios
realizados sem que haja perda da qualidade metodologica e que a metodologia
desenvolvida € promissora para a extracdo dos compostos fendlicos de T.
catharinensis.

As consideraveis atividades antioxidantes in vitro do extrato A8 (etanol, 65 °C,
60 min), DPPH, FRAP, ABTS e oxidacao acoplada ao B-caroteno e &cido linoleico
além da quantidade de compostos fendlicos totais presentes no extrato, possuem
potencial antioxidante o qual devem ser alvos de futuras pesquisas visando o
isolamento destes compostos fitoquimicos, para entdo aplicacdo como antioxidantes
exdgenos em sistemas in vivo.

Os resultados obtidos do modelo experimental animal de diabetes induzidos
por estreptozotocina demonstram alteracdo do sistema antioxidante enddgeno e
guando submetido ao tratamento com a planta T. catharinensis. O extrato otimizado
A8 das folhas de T. catharinensis na dose de 300 mg/kg administrado via gavagem
promoveu diminui¢cdo da peroxidagéo lipidica no bago, rim e cérebro total. A acdo da
planta contra o estresse oxidativo somente houve efeito benéfico no figado e cérebro
total de ratos, e demonstrou ser toxica para o tecido de rim e baco com aumento dos

marcadores de estresse oxidativo GST e SOD.
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Embora as concentragbes de antioxidantes da planta demonstrem ser
relativamente baixas pode-se sugerir ligeira melhora no contetudo oxidativo no tecido
de figado e cérebro total. No entanto, ndo se esperava determinada toxicidade para
os tecidos de rim e baco o que se pode sugerir aumento de estresse oxidativo
nesses tecidos causados pela administragdo da planta. Estas atividades estao
relacionadas com a constituicdo fitoquimica da planta a qual pode conter compostos
toxicos. Porém, pesquisas adicionais serdo necessarias para melhor avaliacdo desta
espécie da familia Apocynaceae no modelo experimental de diabetes e a

identificacdo de possiveis compostos toxicos.
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14 ANEXOS

Figura 32- Cromatogramas dos extratos das folhas de T. catharinensis.
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