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RESUMO

LINS, P.G. Atividade antioxidante in vitro de extrato de folhas de oliveira (Olea europaea
L.) e seu efeito protetor sobre danos oxidativos em eritrécitos humanos. 2015. 122 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2015.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antioxidante de extrato de folhas de oliveira
(EFO) (Olea europaea L.) por diferentes metodologias analiticas in vitro e in situ, para
verificacdo de efeito em sistemas bioldgicos. O extrato foi obtido a partir de folhas secas de
oliveira, previamente micronizadas, em metanol/agua (80/20%) na propor¢do 1:20 (m/v), apos
remoc¢do de compostos sollveis em n-hexano. Apo6s liofilizacdo, no EFO foi avaliado o poder
redutor por Folin-Ciocalteau, conteido de flavonoides totais, teor de oleuropeina, poder de
reducédo do ion férrico (FRAP) e atividade antioxidante sobre DPPH’, ABTS™, anion superdxido
(0,7), acido hipocloroso (HOCI) e 6xido nitrico (NO"). O extrato foi também avaliado quanto ao
efeito protetor sobre danos oxidativos em eritrécitos humanos. O acido ascérbico foi utilizado
como referéncia. O experimento foi repetido seis vezes (n = 6) e 0s ensaios realizados em
duplicata. O poder redutor do extrato e o conteldo de flavonoides totais e oleuropeina foram
131,7 + 9,4 mg equivalente de &cido galico/g extrato seco (ms), 19,4 + 1,3 mg equivalente de
quercetina/g ms e 255 + 5,2 mg oleuropeina/g ms, respectivamente. O ensaio de FRAP
apresentou 281,8 £ 22,8 mg equivalente de trolox/g ms. O EFO foi efetivo na inibi¢do dos radicais
DPPH" e ABTS™, dependente da concentragdo de extrato, com valores de 1Csy de 13,8 + 0,8 e
16,1 + 1,2 ng/mL, respectivamente. Com relacdo a atividade antioxidante sobre espécies reativas
de importancia bioldgica, o EFO apresentou forte capacidade de inibicdo de O, (ICso = 52,6 +
2,1 ng/mL) e NO" (ICso = 48,4 + 6,8 ng/mL), quando comparado ao &cido ascorbico. Porém, a
inibicdo de HOCI ndo foi tdo eficiente (ICso = 714,1 + 31,4 ug/mL). O EFO inibiu a hemdlise
induzida em eritrocitos de maneira dependente da concentragdo (ICso = 7,8 £ 1,1 pug/mL), assim
como a peroxidacgdo lipidica e a formagdo de meta-hemoglobina, com valores de 1Cso de 38,0 £
11,7 e 186,3 = 29,7 ug/mL, respectivamente. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que
extrato de folhas de oliveira possui efetiva atividade antioxidante em sistemas biol6gicos, pelo
efeito sequestrador de determinadas espécies reativas que participam dos processos bioquimicos, e
pela prevencdo de danos oxidativos em eritrocitos humanos. Portanto, sua ingestdo pode estar

relacionada com a prevencéo de estresse oxidativo in vivo, com consequentes beneficios a saude.

Palavras-chave: espécies reativas, estresse oxidativo, fendlicos, hemoglobina, hemdlise



ABSTRACT

LINS, P.G. In vitro antioxidant activity of olive leaf extract (Olea europaea L.) and its
protective effect against oxidative damage in human erythrocytes. 2015. 122 p. Ph.D.
Thesis — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2015.

The aim of this study was to evaluate the antioxidant activity of olive leaf extract (OLE) (Olea
europaea L.) by different in vitro and in situ analytical methodologies for determination of its
effect in biological systems. The extract was obtained from dried olive leaves, previously
micronized, in methanol/water (80/20%) in ratio 1:20 (w/v), after removal of n-hexane soluble
compounds. After lyophilization, OLE was analyzed for reducing power by Folin-Ciocalteau,
total flavonoid content, oleuropein content, ferric reducing antioxidant power (FRAP) and
antioxidant activity against DPPH’, ABTS™, superoxide anion (O,"), hypochlorous acid (HOCI),
and nitric oxide (NO’). The extract was also analyzed against oxidative damage in human
erythrocytes. Ascorbic acid was used as reference. The experiment was repeated six times (n = 6)
and the assays were performed in duplicate. The reducing power and total flavonoid and
oleuropein contents of extract were 131.7 + 9.4 mg galic acid equivalent/g dry extract (dw), 19.4 +
1.3 mg quercetin equivalent/g dw, and 25.5 £ 5.2 mg oleuropein/g dw, respectively. The FRAP
assay was 281.8 + 22.8 mg trolox equivalent/g dw. The OLE was effective in inhibition of DPPH’
and ABTS™ radicals, in a concentration dependent manner, with ICs, values of 13.8 + 0.8 and
16.1 £ 1.2 ug/mL, respectively. In relation to the antioxidant activity against reactive species of
biological importance, the OLE showed high ability to inhibit O, (ICso=52.6 £ 2.1 ug/mL) and
NO® (ICso = 48.4 £ 6.8 ng/mL), when compared to ascorbic acid. However, inhibition of HOCI
was not as efficient (ICso = 714.1 £ 31.4 ug/mL). The OLE inhibited induced erythrocyte
hemolysis in a concentration dependent manner (ICso = 7.8 £ 1.1 ug/mL) as well as lipid
peroxidation and the formation of methemoglobin, with ICs, values of 38.0 + 11.7 and 186.3 +
29.7 ng/mL, respectively. The results suggest that olive leaf extract has effective antioxidant
activity in biological systems, based on its scavenging effect of certain reactive species that
participate in biochemical processes, and the prevention of oxidative damage in human
erythrocytes. So, the intake of olive leaf extract may be related to the prevention of in vivo

oxidative stress, with health benefits.

Keywords: reactive species, oxidative stress, phenolics, hemoglobin, hemolysis
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1 INTRODUCAO

Nos sistemas bioldgicos, os antioxidantes previnem o estresse oxidativo, associado a
danos celulares, que prejudicam importantes funcGes metabdlicas, e estdo relacionados ao
envelhecimento e varias doencas cronicas, como o cancer, doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, entre outras (DROGE, 2002). Desta forma, o consumo de antioxidantes

na dieta tem sido relacionado a reducdo na incidéncia destas doencas.

Neste contexto, produtos naturais, ricos em compostos antioxidantes como vitaminas,
minerais, carotenoides e fendlicos, mais especificamente flavonoides, tem sido foco de
diversos estudos nas Ultimas décadas. Por um lado, a crescente busca pelo consumo de
alimentos naturais esta associada a acdo antioxidante in vivo e prevencdo dos danos
relacionados ao estresse oxidativo. Por outro lado, aditivos naturais com caracteristicas
antioxidantes estdo substituindo os aditivos sintéticos na prevencdo da oxidagdo em

alimentos.

A oliveira (Olea europaea L.) possui grande importancia histérica e comercial, sendo
seu principal produto, o azeite de oliva, caracteristico da dieta mediterranea, bastante
conhecido por seus efeitos antioxidantes e outros beneficios a saide (GHANBARI et al.,
2012). As folhas de oliveira, residuo gerado no processamento da oliveira, possuem
composicao rica em compostos com propriedades antioxidantes, e tém sido bastante estudadas
nos Ultimos anos. Inimeros estudos demonstraram que extratos destas folhas possuem alto
teor de compostos fendlicos, com efetiva atividade antioxidante in vitro e quando aplicados
em alimentos (RAHMANIAN; JAFARI; WANI, 2015). Porém, o estudo dos efeitos destes
extratos em sistemas biolGgicos é necessario para que se possa verificar se também héa acéo

antioxidante in vivo e sugerir que sua ingestdo pode trazer beneficios a salde.

Neste sentido, o presente estudo propde a identificacdo de possiveis efeitos
antioxidantes de extrato de folhas de Olea europaea L. em sistemas biologicos,
especificamente relacionados a processos bioquimicos celulares. Desta forma, a atividade
antioxidante do extrato de folhas de oliveira foi avaliada por andlises quimicas in vitro,
incluindo espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que participam dos processos
bioquimicos. Além disto, eritrocitos humanos foram utilizados como modelos celulares
experimentais para avalicdo de efeito protetor do extrato contra danos oxidativos induzidos,

simulando situacdo de estresse oxidativo em sistemas bioldgicos.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

A hipotese deste estudo é que extrato de folhas de Olea europaea L., conhecidas por

suas caracteristicas antioxidantes in vitro, possuem também atividade antioxidante em

sistemas biologicos, frente a espécies reativas que participam dos processos bioquimicos

celulares e frente a danos oxidativos em eritrocitos humanos. A confirmacdo desta hipdtese

sugere que a ingestéo de extrato de folhas de oliveira pode estar relacionada com a prevengéo

de estresse oxidativo in vivo.

2.2 OBJETIVOS

221

Obijetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a atividade antioxidante in vitro e in situ de

extratos de folhas de Olea europaea L., em comparacdo com antioxidante comercial natural

(&cido ascorbico), para identificacdo de possivel efeito antioxidante nos processos

bioquimicos celulares.

2.2.2

Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a) Caracterizar extratos de folhas de Olea europaea L. quanto ao seu poder redutor
sobre o reagente Folin-Ciocalteau e contetido de flavonoides totais e oleuropeina;

b) Avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos de folhas de Olea europaea L.
quanto aos parametros:

- atividade antioxidante sobre radicais livres sintéticos: DPPH" (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) e ABTS™ [2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)];

- poder de reducdo do ion férrico (FRAP);

- atividade antioxidante sobre espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio que
participam de processos oxidativos celulares: anion superoxido (O,™), acido
hipocloroso (HOCI) e 6xido nitrico (NO").
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c) Avaliar o efeito protetor de extratos de folhas de Olea europaea L. sobre dano
oxidativo induzido por radical livre em eritrdcitos humanos com relagéo a:
- hemdlise;
- peroxidacdo lipidica;

- oxidacdo de hemoglobina.

d) Avaliar visualmente o efeito protetor de extratos de folhas de Olea europaea L.
sobre a quantidade e morfologia de eritrocitos humanos ap6s dano oxidativo
induzido por radical livre, por microscopia Optica e microscopia eletronica de

varredura;

e) Comparar os extratos de folhas de Olea europaea L. com o antioxidante comercial
acido ascérbico (AA) quanto as suas atividades antioxidantes avaliadas por

diferentes metodologias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANTIOXIDANTES

Halliwell e Gutteridge (1999, p.106) propdem uma definicdo geral de antioxidante
como “[...] qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracdes comparadas as
do substrato oxidavel, atrasa ou previne significativamente a oxidacdo deste substrato”. O
termo “substrato oxidavel” inclui todo tipo de molécula passivel de sofrer reagao de oxidacao,
ou seja, perda de elétrons (HALLIWELL et al., 1995). Desta forma, devido a grande
guantidade e variedade de moléculas passiveis de oxidacdo nos sistemas bioldgicos e
quimicos, em geral, os antioxidantes possuem importante relevancia em diversas areas do
conhecimento, como Quimica, Bioquimica, Medicina, Nutricdo, Farmécia, Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, entre outras.

Os primeiros estudos relacionados aos antioxidantes foram desenvolvidos durante a
década de 1920 por Moureu e Dufraisse (1926), diante da necessidade em prevenir alteraces
de uma substancia extremamente instavel, a acroleina, utilizada como arma quimica na
Primeira Guerra Mundial. A partir desta época, os antioxidantes passaram a ser objeto de
estudos em varias areas, principalmente de radiacdo, polimeros, e tecnologia de combustao
(GUTTERIDGE; HALLIWEL, 2000). Na década de 1940 antioxidantes ja eram usados na
area cosmética e de alimentos (SHAHIDI, 2000). Em sistemas biologicos, na década de 1960,
a importancia dos antioxidantes aumentou consideravelmente com a descoberta da superdxido
dismutase (SOD), enzima antioxidante responsavel pela conversdo do radical anion
superéxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio (MCCORD; FRIDOVICH, 1969).
Posteriormente, até os dias atuais, inimeros estudos foram realizados para melhor

entendimento dos sistemas antioxidantes e mecanismos de agéo evolvidos.

Os antioxidantes podem atuar em sistemas biologicos e quimicos por diferentes
mecanismos (Figura 1): (a) impedindo a formac&o de radicais livres e outras espécies reativas;
(b) interrompendo a propagacdo das reacOes de oxidagdo em cadeia; (c) atuando como
sequestradores de radicais livres e outras espécies reativas; (d) atuando em sinergismo com
outros antioxidantes; (e) atuando como agentes redutores que convertem espécies reativas a
compostos estaveis; (f) atuando como quelantes de metais (principalmente ferro e cobre) e
convertendo-0s em compostos estaveis e; (g) inibindo enzimas pro-oxidantes (CAROCHO;
FERREIRA, 2013; KOLTOVER, 2010).
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Figura 1 — Representacdo esquematica dos mecanismos de acéo de antioxidantes
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Fonte: Prépria autoria

O desempenho de um antioxidante nos sistemas bioldgicos e quimicos depende de
alguns fatores, como o tipo de agente oxidante, e qual é a molécula oxidavel (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Desta forma, um antioxidante pode prevenir a oxidagdo em
determinado sistema ou determinada molécula, mas nédo ser eficiente, ou até mesmo causar
danos, em outra situacdo. Como exemplo, uma substancia antioxidante que atua na oxidacao
de lipidios pode ndo proteger outras moléculas, como proteinas; ou atuar sobre uma
determinada espécie reativa e ndo ser efetiva sobre outras (HALLIWELL et al. 1995).

Nos sistemas bioldgicos, os antioxidantes auxiliam na protecdo das células e
moléculas contra danos causados por espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
de nitrogénio (ERN). E nos alimentos, os antioxidantes sdo usados, principalmente, como
aditivos para prevenir oxidacdo lipidica, mantendo a qualidade e prolongando o prazo
comercial dos produtos.

3.2 ANTIOXIDANTES E ESTRESSE OXIDATIVO EM SISTEMAS BIOLOGICOS

3.2.1 Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

Espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio sdo atomos e moléculas
instaveis, que incluem radicais livres e outras espécies ndo radicalares (CAROCHO;
FERREIRA, 2013). Exemplos de ERO e ERN presentes em sistemas bioldgicos estdo
apresentados na Tabela 1. A reatividade destas espécies € relativa, ou seja, varia em funcéo do
tipo de espécie reativa (ER) e das moleculas e atomos alvos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
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1999). Os radicais livres, por exemplo, possuem, em geral, alta reatividade, devido
principalmente a presenca de um ou mais elétrons ndo pareados em seu orbital externo, e sdo,
ao mesmo tempo, capazes de existéncia independente (FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
PISOSCHI; POP, 2015). As reagdes quimicas envolvendo ERO/ERN s&o diversas e tratam-
se, principalmente, de reacOes de oxidorreducdo, que geralmente ocorrem em cadeia
(RAHMAN, 2007).

Tabela 1 — Exemplos de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio presentes em
sistemas biologicos como radicais livres e ndo radicalares

Radicais livres Né&o radicalares

ERO Radical anion superéxido (O,7) Peréxido de hidrogénio (H,0,)
Radical hidroxil (OH") Oxigénio singlete (*0,)
Radical peroxil (RO, Acido hipocloroso (HOCI)
Radical hidroperoxil (HO,") Ozbnio (0,)

ERN  Oxido nitrico (NO") Acido nitroso (HNO,)
Didxido de nitrogénio (NO;") Peroxinitrito (ONOQO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)
ERO: Espécies reativas de oxigénio; ERN: Espécies reativas de nitrogénio
Fonte: adaptado de:
PREISER, J-C. Oxidative stress. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v.36, p.147-154, 2012.
HALLIWELL, B. Antioxidants in human health and disease. Annual Review of Nutrition, v.16, p.33-50, 1996.

Nos sistemas bioldgicos, hd uma producdo continua de ERO e ERN, como parte
normal do metabolismo celular aerdbio, essencial em determinadas atividades celulares, como
producdo de energia pela mitocéndria, processos bioquimicos celulares, apoptose, transporte
ionico, dentre outras (LU et al., 2010; PREISER, 2012). As ER em quantidades moderadas
representam moléculas de sinalizacdo que estdo envolvidas na regulacdo da proliferacdo
celular, apoptose e expressdo génica, e fazem parte do equilibrio redox celular (PISOSCHI;
POP, 2015).

A producéo in vivo de ER ocorre por diferentes caminhos em diversos tipos de células,
sendo que a continua producdo de pequenas quantidades de ER ocorre principalmente nas
células mitocondriais, na cadeia respiratoria aerébia para geracdo de energia, e via acao
catalitica de enzimas, durante processos de transferéncia de elétrons (BIANCHI; ANTUNES,
1999; MITTLER, 2002; RAHMAN, 2007). Além disto, em processos inflamatérios agudos,
os fagocitos produzem altas quantidades de ER, como parte do sistema imunoldgico para
combater particulas e microrganismos estranhos, e por isto, as ER sdo essenciais nos
mecanismos de defesa do organismo (PISOSCHI; POP, 2015; PREISER, 2012; VALENTAO



23

et al., 2003). Alguns fatores externos também podem aumentar a producédo de radicais livres
nos sistemas bioldgicos, como o tabagismo, drogas, alcool, medicamentos, pesticidas,
poluicdo ambiental, radiacbes gama e ultravioleta, ozonio, entre outros (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Nos processos aerobios para producdo de energia e calor, o oxigénio molecular é
reduzido progressivamente em varias reagdes que envolvem enzimas e metais, gerando
diversas espécies reativas intermediarias, como radical hidroperoxil (HO,), radical anion
superéxido (O,7), peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (HO"), de acordo com eq.
(1) a (5) (PISOSCHI; POP, 2015). Além disto, a partir destas espécies reativas, outras sdo
geradas no metabolismo biologico, em reagdes subsequentes, como acido hipocloroso (HOCI)
e oxido nitrico (NO’). Uma representacdo esquematica da producdo de ERO/ERN esta
apresentada na Figura 2.

0, + € + H - HO, (1)
HO,” —> H' + O, (2)
0,” + 2H" + ¢ = H)0, 3)
H,O, + ¢ —» HO + HO’ 4)
HO" + H' + & — H,0 (5)

3.2.1.1 Radical anion superoxido (0;")

A producdo de radical anion superoxido ocorre principalmente dentro da mitocondria
celular, durante a cadeia de transporte de elétrons, e por sistemas enzimaticos, por enzimas
oxidases e peroxidases (Figura 2) (ARUOMA, 1994; DROGE, 2002). Além disto, ocorre
formacdo de O, em reacBes de oxidacdo ndo cataliticas, como a auto-oxidacdo de grupos
heme, que ocorre naturalmente nas células em pequenas quantidades, convertendo oxi-
hemoglobina em meta-hemoglobina (KNIGHT, 1998; WINTERBOURN, 1990).

O radical anion superdxido participa de alguns processos quimicos importantes nos
sistemas biologicos, e tem importancia vital para as células de defesa do organismo, pois é
gerado in vivo por fagocitos ou linfocitos durante processos inflamatorios, para combater
virus, bactérias ou fungos. Apesar de ser um bactericida fraco, a partir dele sdo geradas outras
espécies reativas com forte atividade antimicrobiana, tais como acido hipocloroso (HOCI),
peroxido de hidrogénio (H20,) e peroxinitrito (ONOQO") (Figura 2) (BARREIROS; DAVID;
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DAVID, 2006). Além disto, participa de reacdes que geram radical hidroxil (HO"), uma

espécie de alta reatividade a biomoléculas.

Figura 2 — Representacdo esquematica dos mecanismos de producédo de espécies reativas de oxigénio e
espécies reativas de nitrogénio em sistemas biolégicos

Oxigénio (O,) é convertido a anion superoxido (O,™) pela cadeia respiratdria mitocondrial ou por enzimas. Peroxido de
hidrogénio (H,0,) é formado pela dismutacdo de O, espontanea ou pela enzima superéxido dismutase (SOD). H,O, pode
ser convertido a H,O pela enzima catalase ou glutationa peroxidase (GPx), ou convertido ndo enzimaticamente a radical
hidroxil (HO") na presenca de ferro (Fe) ou a &cido hipocloroso (HOCI) por peroxidases. Oxido nitrico (NO") é formado pela
enzima Oxido nitrico sintase pela combinagdo de oxigénio e arginina e se combina a O, espontaneamente formando
peroxinitrito (ONOO").

Fonte: adaptado de PREISER, J-C. Oxidative stress. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v.36, p.147-154, 2012.

3.2.1.2 Peroxido de hidrogénio (H,0,)

O peroxido de hidrogénio (H,0;), uma espécie reativa ndo radicalar, € principalmente
gerado in vivo a partir da dismutacdo de anion superoxido (O,"), catalisada pela enzima

superdxido dismutase (SOD), formando H,0, e oxigénio (O,) (Figura 2), conforme eq. (6).
20, + 2H" > H,0,+0; (6)
O H,0, gerado nos sistemas biologicos é parcialmente eliminado pelas enzimas

catalase, glutationa peroxidase (GPx) e outras peroxidases (Figura 2), porém, a maior
guantidade de H,O; é liberado para as células (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O
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H,O, tem bastante habilidade em penetrar membranas biol6gicas, podendo causar degradacdo
de proteinas heme, com liberacdo de ferro, inativacdo de enzimas, e oxidacdo de &cido
desoxiribonucleico (DNA) e lipidios (KOHEN; NYSKA, 2002). Além disto, o H,0, se
converte a outras espécies mais reativas, como radical hidroxil (HO") e acido hipocloroso
(HOCI) (Figura 2).

3.2.1.3 Radical hidroxil (HO")

O radical hidroxil é formado nos sistemas biolégicos principalmente a partir de
peroxido de hidrogénio (H20,), na presenca de metais de transi¢do, como o ferro (Figura 2), e
pela radidlise da agua por exposicdo a radiacdo ionizante (eq.7) (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Trata-se da ERO de maior reatividade nos sistemas biolégicos, com meia
vida muito curta (107 s), que pode reagir no préprio local de formac&o com a maioria das
moléculas orgéanicas e inorganicas, como proteinas, DNA, &cidos graxos, aminoacidos,
acucares e metais, causando danos celulares (ARUOMA, 1994; GUTTERIDGE, 1994).

H0 2%, HO +H' (7)

3.2.1.4 Acido hipocloroso (HOCI)

O acido hipocloroso (HOCI) é formado nos macréfagos e neutréfilos em sistemas
bioldgicos, na presenca da enzima mieloperoxidase, a partir de H,O, e ions cloreto (CI")
(Figura 2) (PISOSCHI; POP, 2015; PREISER, 2012).

O HOCI é um potente oxidante, que desempenha papel importante na funcgéo
bactericida in vivo. No entanto, seu excesso pode causar danos em moléculas bioldgicas,
podendo causar lesdes teciduais (LU et al., 2010; PREISER, 2012).

3.2.1.5 Oxido nitrico (NO") / peroxinitrito (ONOO")

O oxido nitrico (NO") pode ser produzido nos sistemas bioldgicos pela acdo de
enzimas 6xido nitrico sintases, a partir do aminoacido arginina (KOHEN; NYSKA, 2002), ou
pela acdo de fagocitos em processos inflamatorios (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O oOxido nitrico tem importantes funcbes em varios processos fisiologicos, como



26

vasodilatacdo, regulacdo de pressdo sanguinea, neurotransmissao, regulacdo imunoldgica e
relaxamento muscular (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; HALLIWELL, 1996;
VALKO et al., 2007).

Porém, a toxicidade do NO" esta principalmente relacionada a sua capacidade de reagir
com radical anion superoxido, e formar um intermediario reativo peroxinitrito (ONOQO")
(Figura 2), que é um potente oxidante, capaz de causar danos a diversas biomoléculas, como
DNA e lipidios, além de se decompor liberando radicais hidroxil (GUTTERIDGE, 1994;
PREISER, 2012; VALKO et al., 2007).

3.2.2 Antioxidantes em sistemas biologicos

Para manter um equilibrio nos niveis intracelulares das ERO e ERN in vivo, 0s
sistemas biologicos, incluindo o metabolismo humano, possuem mecanismos complexos de
defesa antioxidante, que envolvem dois principais grupos: antioxidantes enzimaticos e
antioxidantes ndo enzimaticos (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Estes dois grupos
antioxidantes trabalham sinergicamente, e sua combinacdo protege células e 6rgdos contra
danos causados por excesso de ERO/ERN (RAHMAN, 2007; VALENZUELA; SANHUEZA,
NIETO, 2003). Os antioxidantes nos sistemas bioldgicos podem atuar diretamente sobre as
ERO/ERN, sequestrando-as ou inativando-as, ou, ainda, reparar os danos causados no
organismo por estas espécies (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A defesa antioxidante nos sistemas bioldgicos consiste de mecanismos antioxidantes
enddgenos, ou seja, sintetizados in vivo, pelo préprio organismo, e antioxidantes da dieta,

também conhecidos como exdgenos.

3.2.2.1 Mecanismos antioxidantes enddgenos

Os mecanismos de defesa antioxidante enddgenos dos sistemas bioldgicos séo
compostos por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Importantes enzimas
antioxidantes, produzidas nos sistemas bioldgicos, fazem parte dos mecanismos enzimaticos,
que previnem a formacgdo ou neutralizam radicais livres, sendo principalmente: glutationa
peroxidase, que doa elétrons para reducdo de perdxidos; catalase, que converte peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio molecular; e superoxido dismutase, que converte anions

superdxido em peroxido de hidrogénio como substrato para a catalase (LU et al. 2010;
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RAHMAN, 2007; VALKO et al., 2007). Ja a defesa antioxidante ndo enzimatica inclui uma
variedade de compostos produzidos no proprio metabolismo bioldgico, como cofatores
enzimaticos, compostos nitrogenados (acido urico), peptideos (glutationa) e vitamina A
(retinol) (CAROCHO; FERREIRA, 2013; SCHMITT et al., 2014; VALKO et al., 2007),

Apesar de sua notavel eficiéncia, os mecanismos de defesa antioxidante endégenos
ndo sdo suficientes e, portanto, em adicdo a estes, 0s organismos vivos dependem também de
antioxidantes exdgenos, que sdo adquiridos atraves da dieta (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
CAROCHO; FERREIRA, 2013).

3.2.2.2 Antioxidantes da dieta

Além dos antioxidantes produzidos in vivo, a defesa antioxidante do organismo
também utiliza antioxidantes exdgenos, que sdo obtidos através da dieta. De acordo com
definicdo proposta por Standing Committee on the Scientific Evaluation of Dietary References
Intakes (1998), antioxidantes da dieta sdo substancias presentes nos alimentos que reduzem
significativamente os efeitos adversos de espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de
nitrogénio, ou ambos, nas funcbes fisioldgicas normais em humanos. A ingestdo destes
antioxidantes na dieta auxilia os mecanismos endogenos de defesa antioxidante in vivo
(HARASYM; OLEDZKI, 2014; TULIPANI et al. 2011).

Os antioxidantes exdgenos incluem vitaminas, minerais, carotenoides e compostos
fenolicos, onde se destacam os flavonoides, entre outros (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Dentre estes compostos adquiridos na
dieta, alguns sdo essenciais para o metabolismo celular bioldgico, principalmente o &acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A), selénio, zinco,
entre outros (CAROCHO; FERREIRA, 2013; SCHMITT et al., 2014). O &cido ascorbico,
normalmente encontrado no organismo na forma de ascorbato, desempenha papéis
metabolicos fundamentais, atuando como cofator de vérias enzimas, agente redutor de metais
de transicdo (em particular Fe** e Cu®") presentes nos sitios ativos de enzimas ou nas formas
livres no organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; KOHEN; NYSKA, 2002). O
acido ascérbico pode ser sintetizado por plantas e alguns animais, porém, os humanos nédo
possuem a enzima necessaria para sua sintese e, portanto, dependem exclusivamente da dieta
para sua obtencdo (KOHEN; NYSKA, 2002). O a-tocoferol é um antioxidante lipofilico, que

atua principalmente nas membranas celulares, inibindo a peroxidagdo lipidica, pela
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interrupgdo das reagOes radicalares em cadeia (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Os
carotenoides, principalmente o B-caroteno, agem na reducdo da oxidacdo de DNA e lipidios,
como desativadores do oxigénio singleto ou como sequestradores de radicais peroxil
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os compostos antioxidantes exdgenos sdo encontrados principalmente em produtos
naturais, como frutas, verduras, legumes e plantas em geral (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
JABERIAN; PIRI; NAZARI, 2013; KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM,
2011; MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004), e por isto ha uma crescente
busca por estes alimentos, chamados de alimentos funcionais. Dentre os antioxidantes
presentes nos vegetais, como frutas e plantas, os mais frequentes e ativos sdo 0s compostos

fendlicos.

A ingestdo de antioxidantes na dieta, através de sua presenca natural ou intencional
nos alimentos, é foco de diversos estudos em animais e humanos, principalmente com o
objetivo de verificar se estes atuam também como antioxidantes in vivo (HARASYM;
OLEDZKI, 2014; TULIPANI et al. 2011). Além disto, estudos de suplementagdo em
humanos relacionam a ingestdo de alimentos antioxidantes, como os compostos fendlicos,
com a prevenc¢do ou adiamento de doencas crénicas e cardiovasculares, cancer, entre outras,
associadas ao estresse oxidativo (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993; DAI; MUMPER,
2010; HUNG et al., 2004; STEER et al., 2002).

3.2.3 Estresse oxidativo

Apesar das funcGes fisioldgicas essenciais das ER, suas concentracdes intracelulares
sdo controladas nos sistemas biolégicos por mecanismos antioxidantes, que neutralizam o
excesso de formacdo de ER nos organismos (PREISER, 2012; VALKO et al., 2007;
SCHMITT et al., 2014). O equilibrio entre a producdo e a neutralizagdo de ERO/ERN por
antioxidantes em sistemas bioldgicos, conhecido como processo de “regulacdo redox”, ¢
bastante delicado, e se hd um desequilibrio com altos niveis de espécies reativas (pro-
oxidantes) e baixa atividade dos mecanismos antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo
(CAROCHO; FERREIRA, 2013; PREISER, 2012). O estresse oxidativo pode ser definido
como um excesso de producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que ndo pode ser
neutralizado pela acdo de antioxidantes, e também como uma perturbagédo do equilibrio redox
das células (PISOSCHI; POP, 2015).
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Na Figura 3 estdo representadas esquematicamente diferentes concentragdes
intracelulares de ER, refletindo situagdes de estresse oxidativo. A area 1 representa uma
situacdo de equilibrio entre a concentracdo de ER e 0s mecanismos antioxidantes. Nas areas
2-4 hd& um aumento transitorio destas concentracdes, em resposta a algum estimulo
fisiologico, mas que é rapidamente controlado pelos mecanismos antioxidantes. Quando este
aumento é pronunciado e ndo é contrabalanceado (&reas 5-6), significa que ha um
desequilibrio e os mecanismos antioxidantes ndo foram suficientes para neutralizar o0 excesso

de formacdo de ER, indicando situacfes de estresse oxidativo.

Figura 3 — Representacdo esquematica de diferentes concentracdes intracelulares de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), refletindo o aumento de intensidade do estresse oxidativo

Avrea 1: nivel de estado estacionério; area 2: desequilibrio funcional observado apés estimulacéo fisiologica; area 3: estresse
oxidativo cronico; area 4: desregulagdo aguda apds forte estimulacdo (exemplo inflamacdo aguda); area 5 e 6: estresse
oxidativo transitorio e sustentado associado a disfuncdes e danos celulares.

Fonte: adaptado de PREISER, J-C. Oxidative stress. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v.36, p.147-154, 2012.

Esta condicdo de desequilibrio, ou seja, 0 excesso de ERO/ERN, pode causar danos
em estruturas celulares, incluindo lipidios e membranas, proteinas, DNA e RNA (acido
ribonucleico), prejudicando suas fungbes normais, podendo levar a morte celular
(CAROCHO; FERREIRA, 2013; VALKO et al., 2007). Alteracdes no DNA e RNA causam
sérios danos as células, como a ocorréncia de mutacOes; alteracdes nos aminoacidos de uma
enzima podem causar a perda de sua atividade, ou ainda, alteracdo nesta atividade; oxidacao
de lipidios e proteinas das membranas celulares interfere no transporte ativo e passivo normal
através da membrana, ou ocasiona sua ruptura (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Inimeros estudos relacionam as lesdes celulares, causadas pelo estresse oxidativo, a
varias doencas cronicas, como o céancer, doencas cardiovasculares, diabetes, doengas
neurodegenerativas, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, entre outras (DROGE, 2002;
LIU; HOTCHKISS, 1995; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013; PERSSON; POPESCU;
CEDAZO-MINGUEZ, 2014; STEER et al.,, 2002; VALKO et al., 2007), assim como ao
processo de envelhecimento (BECKMAN; AMES, 1998; FINKEL; HOLBROOK, 2000;
RAHMAN, 2007). Da mesma forma, o consumo de antioxidantes na dieta, na forma de
produtos vegetais, como frutas, plantas e ervas, tem sido relacionado a reducdo na incidéncia
destas doencas (DAI; MUMPER, 2010; HUNG et al., 2004; PREISER, 2012; ROLEIRA et
al., 2015).

3.3 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante de um composto pode ser avaliada por diversos métodos
quimicos de analise (KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011; LU et al.,
2010). Uma vez que radicais livres e outras espécies reativas sdo iniciadores dos processos
oxidativos, 0s ensaios in vitro de determinacdo de atividade antioxidante normalmente
avaliam a capacidade sequestradora de um composto frente a um determinado radical livre ou
outra espécie reativa. Os diversos tipos de metodologias sdo baseados em diferentes
mecanismos de acdo, que fornecem diferentes informaces a respeito da acdo antioxidante de
uma amostra (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). Desta forma, para avaliar o efeito
antioxidante potencial de um composto nos sistemas biologicos, considerando a
complexidade envolvida nos mecanismos de acdo in vivo, onde ndo ha apenas um Unico
intermediario reativo envolvido, normalmente podem ser utilizados diferentes métodos para

determinacdo do perfil antioxidante.

Os radicais livres DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS™ [2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-a4cido sulfénico)] sdo os mais comumente utilizados para avaliar a
atividade antioxidante (FLOEGEL et al., 2011; HUANG; OU; PRIOR, 2005). Estas analises
sdo baseadas na avaliagdo do consumo destes radicais livres estaveis pelo antioxidante. O
radical DPPH’ absorve luz tipicamente em comprimento de onda por volta de 515 nm,
enquanto que o ABTS™ absorve em comprimento de onda por volta de 750 nm. Na presenca
de um antioxidante, ocorre um decréscimo na intensidade das absorbancias (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013). No entanto, estas metodologias utilizam compostos

sintéticos que ndo estdo presentes nos processos oxidativos celulares em sistemas biologicos.
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Outros tipos de métodos utilizados sdo baseados na capacidade dos antioxidantes em reduzir
ions de metal, como férrico e clprico, como no caso das analises de FRAP (poder de redugédo

do ion férrico) e CUPRAC (capacidade de reducdo do ion clprico), respectivamente.

Em adicdo a estas analises quimicas, a utilizacdo de espécies reativas de oxigénio e de
nitrogénio, que fazem parte dos sistemas bioldgicos, para avaliagdo de atividade antioxidante
de um composto, sugere de maneira mais precisa seus efeitos nos sistemas bioldgicos. Cada
método avalia a atividade contra uma determinada espécie reativa de oxigénio ou nitrogénio,
e por isto, a combinacdo destas técnicas reflete melhor a atividade antioxidante de uma
amostra. Neste contexto, espécies reativas que sdo produzidas in vivo, como por exemplo,
acido hipocloroso, peroxido de hidrogénio, anion superoxido, radical hidroxil e 6xido nitrico,
sdo utilizadas para simulacdo in vitro dos processos oxidativos e determinacdo de atividade
antioxidante e podem sugerir os efeitos antioxidantes in vivo de um composto (HALLIWELL
et al, 1995; KONYALIOGLU; KARAMENDERES, 2005; LOPEZ-ALARCON;
DENICOLA, 2013). Estas analises baseiam-se no sequestro destas espécies reativas pelo
antioxidante em estudo, de forma a evitar que estas espécies reativas reajam com algum

composto alvo, que normalmente pode ser avaliado espectrofotometricamente.

Além disto, para melhor esclarecer as propriedades antioxidantes de um composto,
assim como os efeitos do mesmo no metabolismo celular, inclusive humano, devem ser
realizados estudos diretamente em células animais ou humanas, assim como vem sendo feito
em inameros trabalhos (SHEN; JI; ZHANG, 2007; TRIPATHI; MOHAN; KAMAT, 2007).
De acordo com Lépez-Alarcon e Denicola (2013) estudos in vivo, com modelos animais e
humanos, seriam 0s mais apropriados para avaliar a capacidade antioxidante, porém sdo de
alto custo e demorados, o que torna os ensaios celulares in vitro muito atrativos e eficientes
como metodologias intermediarias, em combinacdo com ensaios quimicos tradicionalmente
utilizados. Neste contexto, eritrocitos tém sido amplamente utilizados como modelos
experimentais de sistemas biologicos (ARBOS et al., 2008; LOPEZ-ALARCON;
DENICOLA, 2013; PAIVA-MARTINS et al., 2009a; PANDEY; RIZVI, 2011; REDDY et
al., 2007; ZHANG et al., 2014).
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3.3.1 Eritrécitos como modelos experimentais de sistemas bioldgicos

Eritrdcitos, obtidos de sangue animal ou humano, sdo utilizados como bons modelos
celulares experimentais para estudos de efeitos biologicos com radicais livres, uma vez que
possuem estrutura simples e sdo facilmente obtidos (GIAO et al., 2010; PANDEY; RIZVI,
2011). Também conhecidos como hemécias, os eritrocitos sdo as células vermelhas do
sangue, com caracteristico formato biconcavo (Figura 4), cuja fungéo principal € transportar
oxigénio para os tecidos, atraveés da proteina de transporte de oxigénio, a hemoglobina
(ARBOS et al., 2008).

Figura 4 — Representacdo de células de eritrocitos na corrente sanguinea

Fonte: HEMATOCRITO. Discponivel em: <http://hematocrito.org/>. Acesso em: 08 nov. 215.

A hemoglobina é a principal proteina presente nos eritrdcitos, densamente situada no
citoplasma, constituindo cerca de 90 % do peso seco da célula (PANDEY; RIZVI, 2011).
Trata-se de uma proteina globular, de estrutura quaternaria, com quatro cadeias polipeptidicas
denominadas de cadeias de globina, sendo que cada uma delas encontra-se ligada a um grupo
heme, que é constituido por um &omo central de ferro ligado a protoporfirina 1X (Figura 5)
(GONCALVES, 2015). Na forma oxi-hemoglobina o estado de ferroso (Fe**) do atomo
central permite uma ligacdo coordenada com o oxigénio molecular, além das 4 ligacGes
coordenadas planares com a protoporfirina e uma ligacéo distal com o nitrogénio do residuo
histidina da cadeia polipeptidica (Figura 5). A funcdo da hemoglobina de transporte de
oxigénio ocorre pela ligacdo do oxigénio com os atomos de ferro (Il) presentes nos grupos
heme. Apesar de o eritrocito possuir um sistema antioxidante eficiente, o ion ferroso, presente
na molécula de hemoglobina (oxi-hemoglobina), é continuamente exposto a altas

concentragfes de agentes oxidantes, levando a sua oxidacdo & meta-hemoglobina (Fe*
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(Figura 6) que, diferente da forma reduzida, ndo tem capacidade de transportar oxigénio
(ARBOS et al., 2008).

Figura 5 — Molécula de hemoglobina e grupo heme

Fonte: Prdpria autoria
Fontes imagens:
BUZZLE.COM. Structure of hemoglobin. Disponivel em: < http://www.buzzle.com/articles/structure-of-

hemoglobin.html>. Acesso em: 06 nov. 2015.
CUMMINGS, B. Disponivel em: <http://www.quia.com/jg/1366108list.htmI>. Acesso em: 06 nov. 2015.
ORDWAY, G.A.; GARRY, D.J. Myoglobin: an essential hemoprotein in striated muscle. The Journal of Experimental

Biology, v.207, p.3441-3446, 2004.

Figura 6 — Estados de oxidacao do ferro no grupo heme nas formas reduzida (oxi-hemoglobina) e
oxidada (meta-hemoglobina) da molécula de hemoglobina

Fonte: adaptado de IRWIN. Methemoglobinemia. Disponivel em:
<http://illustratedmedicine.blogspot.sg/2010/09/methemoglobinemia.html>. Acesso em: 06 nov. 2015.
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Os eritrocitos sdo bastante susceptiveis ao estresse oxidativo, uma vez que suas
membranas sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados, além de possuirem altas
concentracdes de hemoglobina e oxigénio, que podem agir como promotores do processo
oxidativo (PANDEY; RIZVI, 2011; SIMAO et al., 2006). Em condicBes adversas, 0s
eritrécitos estdo entre as primeiras células do organismo a ser afetadas. Desta forma, séo
utilizados como modelos para estudos celulares dos mecanismos de oxidagdo gerados por
radicais livres (SATO et al., 1995) e para verificar o potencial antioxidante de determinados
compostos (FERREIRA et al., 2007; KONYALIOGLU; KARAMENDERES, 2005;
MANNA et al., 1999; TULIPANI et al., 2011).

Os eritrocitos ndo possuem ndcleo e mitocOndria, entdo, a resposta celular
antioxidante deste tipo de célula considera, principalmente, a permeabilidade dos compostos
na membrana, bem como a interacdo com os sistemas antioxidantes no citoplasma (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013). A preservagio da estrutura e fungio da membrana dos
eritrécitos é essencial na manutencéo da adequada permeabilidade e flexibilidade assim como
0 balanco idnico entre os o meio intracelular e extracelular (PANDEY; RIZVI, 2011). A
membrana celular eritrocitaria é composta principalmente de fosfolipidios, formando uma
bicamada lipidica, e proteinas (Figura 7), principais alvos de danos causados por excesso de
ERO/ERN, em situagbes de estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
PANDEY; RIZVI, 2011).

Figura 7 — Representacdo esquematica do modelo da membrana celular

Fonte: MURADOR, P.; DEFFUNE, E. Aspectos estruturais da membrana eritrocitéria. Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, v.29, n.2, p.168-178, 2007.
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As principais alteracBes nos eritrocitos em situagbes de estresse oxidativo sdo
peroxidacdo lipidica, oxidacdo das proteinas da membrana, oxidagdo de hemoglobina e
hemolise, ou seja, quebra das hemécias, por rompimento da membrana plasmatica (ARBOS et
al., 2008; PAIVA-MARTINS et al., 2009a). A bicamada lipidica da membrana eritrocitaria é
rica em &cidos graxos poli-insaturados e, portanto, altamente susceptivel a peroxidacdo
lipidica. Uma vez que os lipidios sdo essenciais para manter a forma das células vermelhas do
sangue, a oxidacao dos acidos graxos causa mudancas na superficie da membrana, que podem
levar a alteracbes morfologicas e estruturais (PANDEY; RIZVI, 2011). Com relacdo a
oxidagdo da hemoglobina, a exposicdo das células a agentes oxidantes, como radicais livres,
provoca um aumento na oxidagdo de oxi-hemoglobina a meta-hemoglobina, prejudicando as
funces celulares dos eritrocitos (ARBOS et al., 2008).

Em estudos biologicos laboratoriais, sdo utilizados compostos geradores de radicais
livres, como o AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorido) ou perdxido de
hidrogénio, como indutores de estresse oxidativo em eritrocitos. O AAPH é um composto azo
hidrossollvel, que gera radicais hidroperoxil (HO;") em sua degradacdo térmica em meio
aquoso a 37 °C, a uma taxa constante, induzindo a peroxidacéo lipidica, oxidagéo de proteinas
e hemolise em eritrocitos (PAIVA-MARTINS et al., 2009a).

3.4 ANTIOXIDANTES DE ORIGEM NATURAL

A identificagdo de compostos naturais com acdo antioxidante é foco de varios estudos
nos ultimos anos (JABERIAN; PIRI; NAZARI, 2013; KATALINIC et al., 2006; KIM; CHO;
HAN, 2013; NASSU et al.,, 2003), devido ao grande interesse na prevencdo de estresse
oxidativo associado a doencas cronicas, e na prevencdo de oxidacdo em alimentos, como
alternativas naturais para substituicdo dos antioxidantes sintéticos (AARDT et al., 2005;
AHN; NAM, 2004; KARRE; LOPEZ; GETTY, 2013; KIM; DECKER; LEE, 2012). Os
antioxidantes sintéticos sdo bastante utilizados em produtos alimenticios, principalmente para
prevenir reacdes de oxidacdo lipidica ou proteica, que afetam algumas caracteristicas de
qualidade dos alimentos (CAROCHO; FERREIRA, 2013; KUBOW, 1992; LUND et al.,
2011; TRINDADE; MANCINI-FILHO; VILLAVICENCIO, 2010). Apesar de estudos
comprovarem que a utilizagdo destes compostos sintéticos nos niveis permitidos é segura, ha
estudos que alegam que a ingestdo de altas doses, maiores que as permitidas, tem efeitos
toxicos em humanos e animais (FAINE et al., 2006; FRITSCHE; MCGUIRE, 1997,
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KOLTOVER, 2010; WILLIAMS; IATROPOULQOS; WHYSNER, 1999). Desta forma, ha
uma controvérsia com relacdo a utilizacdo destes aditivos sintéticos, e por isto, ha uma busca

crescente pela substituicdo por compostos antioxidantes naturais.

De maneira geral, os compostos naturais com acdo antioxidante sdo vitaminas,
minerais, carotenoides e compostos fendlicos, importantes constituintes de frutas, plantas,
gréos e demais vegetais (BIANCHI; ANTUNES, 1999; JABERIAN; PIRI; NAZARI, 2013).
Estes compostos antioxidantes sdo inumeros, sendo que entre eles encontram-se as vitaminas
C e E; carotenoides como [-caroteno, licopeno e luteina; e fendlicos como quercetina,
hidroxitirosol, acido galico, rutina e acido rosmarinico, entre outros (HALLIWELL et al.
1995).

Devido a sua composi¢do rica em antioxidantes, o consumo de alimentos naturais €
associado a acdo antioxidante in vivo, bem como a reducédo na incidéncia de doencas crénicas
e cardiovasculares, associadas ao estresse oxidativo (DAI; MUMPER, 2010; HARASYM,;
OLEDZKI, 2014; HUNG et al., 2004; STEER et al., 2002; TRIPATHI; MOHAN; KAMAT,
2007). Tulipani et al. (2011) sugerem que o consumo regular de morango, rico em
antioxidantes, pode exercer uma melhora no nivel antioxidante do plasma sanguineo e um
aumento na defesa anti-hemolitica em eritrocitos humanos. Hung et al. (2004) observaram
gue o consumo total de frutas e vegetais pelo grupo de pessoas em estudo foi inversamente
associado ao risco de doengas cardiovasculares, mas ndo encontraram relagdo com a
incidéncia de cancer. Por outro lado, em revisdo realizada por Dai e Mumper (2010) estéo
apresentados varios estudos que ja mostraram que plantas ricas em compostos fenolicos

possuem propriedades anticancer.

A acdo antioxidante de folhas de plantas € atribuida principalmente a sua composicao
rica em compostos fendlicos, inclusive flavonoides. Quimicamente, os compostos fenolicos
sdo substancias que possuem anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais (Figura 8). Dentre os tipos de compostos fendlicos
existentes, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos,
ligninas e tocoferois (ANGELO; JORGE, 2007; CROFT, 1998). Estes compostos possuem
importante potencial antioxidante, principalmente devido a sua estrutura, ideal para o
sequestro de radicais livres, no qual os polifenois podem evitar reacbes em cadeia
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; DAI; MUMPER, 2010; HEIM; TAGLIAFERRO;
BOBILYA, 2002). A atividade antioxidante dos compostos fendlicos, inclusive dos
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flavonoides, depende do numero de hidroxilas em sua estrutura e de sua interacdo com
biomembranas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Figura 8 — Estrutura quimica bésica dos (A) compostos fendlicos e (B) flavonoides

©/OH
(A) (B)
Fontes:

(A) ALVES, L.Fendis. Disponivel em: <http://www.brasilescola.com/quimica/fenois.htm>. Acesso em: 06 nov. 2015.
(B) ANGELO, P.M.; JORGE, N. Compostos fendlicos em alimentos — uma breve revisdo. Revista do Instituto Adolfo
Lutz, v.66, n.1, p.1-9, 2007.

Neste contexto, plantas séo utilizadas como terapia medicinal por todo o mundo
durante séculos, principalmente suas folhas. Indmeros estudos demonstram a atividade
antioxidante de folhas de diferentes espécies de plantas (CAPECKA; MARECZEK; LEJA,
2005; KATALINIC et al., 2006; KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011;
MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK, 2004; PORT’S et al., 2013; ROBY et al.,
2013; SINDHI et al., 2013; SU; SHYU; CHIEN, 2008), bem como os efeitos positivos da
adicdo de extratos de folhas como antioxidantes em alimentos (KIM; CHO; HAN, 2013;
NASSU et al., 2003; SAMPAIO et al., 2012; SHAN et al., 2009; TRINDADE; MANCINI-
FILHO; VILLAVICENCIO, 2010). Dentre as inimeras folhas de plantas estudadas e que
possuem relevante importancia, encontram-se as de oliveira (Olea europaea L.) (LEE; LEE,
2010; SONI et al., 2006).

3.5 OLEA EUROPAEA L.

A Olea europaea L., arvore pertencente a familia Oleaceae (Figura 9), conhecida
como oliveira, possui grande importancia historica e comercial, e seu cultivo ocorre em
regides de climas temperados e tropicais, principalmente em paises mediterraneos (BIANCO;
RAMUNNO, 2006). Trata-se de uma das arvores frutiferas mais antigas utilizadas pelo
homem, e seu cultivo remonta mais de 6.000 anos atrds (COUTINHO; RIBEIRO;
CAPPELLARQO, 2009). O oleo extraido do fruto da oliveira, azeitona, que da origem ao azeite
de oliva, € o principal produto comercialmente obtido da oliveira. Segundo dados do
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International Olive Council (I0C) (2015), a producdo mundial estimada de dleo de oliva entre
2014/2015 é de 2,4 milhdes de toneladas, sendo que aproximadamente 60 % é produzido por
paises da Unido Europeia. No Brasil, o cultivo de oliveira foi introduzido desde o periodo
colonial, porém, apenas no ultimo século iniciaram-se cultivos comerciais em quase todos 0s
estados, principalmente nas regides Sul e Sudeste (Minas Gerias, Rio de Janeiro, S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO,
2009). Apesar disto, a producéo de azeite de oliva no Brasil € muito pequena em comparacéo
com 0 consumo, portanto, o pais € dependente da importacdo de azeitonas e azeite
(BERTONCINI, 2012).

Figura 9 — Arvore da oliveira (Olea europaea L.)

Fonte: TORNQUIST. Olive tree 1. Disponivel em: < http://tornquist.deviantart.com/art/Olive-tree-1-296631636>. Acesso
em: 08 nov. 2015

O oleo de oliva, caracteristico da dieta mediterranea, é largamente conhecido por seus
efeitos antioxidantes e outros beneficios a saude, atribuidos principalmente a presenca de
compostos fendlicos, com importantes atividades biologicas (GHANBARI et al., 2012;
KHALATBARY, 2013; OLIVERAS-LOPEZ et al., 2013, 2014; TAAMALLI et al., 2012;
VISIOLI; BELLOMO; GALLI, 1998; VISIOLI; GALLI, 1998). Desta forma, sdo inUmeros
os estudos relacionados ao 6leo de oliva e suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
dentre outras, no entanto, outras partes da oliveira também sdo conhecidas por seus efeitos
funcionais, tais como as folhas (GHANBARI et al., 2012). Nos ultimos anos, houve um
aumento nos estudos com folhas de oliveira e sua composi¢do rica em compostos fenolicos
com propriedades antioxidantes (ERBAY; ICIER, 2010; GOULAS et al., 2010; GUINDA et
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al., 2015; LOCKYER et al., 2012; RAHMANIAN; JAFARI: WANI, 2015; TOTH et al.,
2015).

3.5.1 Folhas de Olea europaea L.

As folhas de oliveira (Figura 10) tém sido utilizadas, historicamente, em paises
mediterraneos, no tratamento de febre e outras doencas como a malaria (GHANBARI et al.,
2012). Recentes estudos com oliveiras mostram que suas folhas possuem elevados contetdos
de compostos bioativos, principalmente compostos fendlicos, com diversos efeitos biol6gicos,
incluindo efeito antioxidante (ORAK; ISBILIR; YAGAR, 2012; PARK et al., 2013),
antimicrobiano (PEREIRA et al., 2007; SUDJANA et al., 2009), antiviral, anti-inflamatério
(CVJETICANIN et al., 2010), cardioprotetor (LOCKYER et al., 2012) e regulador de presséo
sanguinea (DEKANSKI et al., 2014; NEKOOEIAN et al., 2011) e colesterol (OMER et al.,
2012) em animais (BOUAZIZ; SAYADI, 2005; EL; KARAKAYA, 2009; ERBAY; ICIER,
2010). Desta forma, hd um grande potencial de utilizacdo de folhas de oliveira na area
médica, farmacéutica, cosmética e de alimentos, como aditivos alimentares, e por isto 0s
estudos cientificos com folhas de oliveira e seus extratos se intensificaram nos ultimos dez
anos (ERBAY; ICIER, 2010; GUINDA et al., 2015; LOCKYER et al., 2012; RAHMANIAN;
JAFARI; WANI, 2015; RODRIGUES; PIMENTEL; OLIVEIRA, 2015).

Figura 10 — Folhas frescas de Olea europaea L.

Fonte: NUTRA GREEN BIOTECHNOLOGY. Olive leaf extract. 2014. Disponivel em:
<http://www.nutragreenbio.com/product/olive-leaf-extract>. Acesso em: 08 nov. 2015.
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Os efeitos bioldgicos das folhas de oliveira sdo atribuidos aos compostos fenolicos
presentes em sua composi¢cdo (BIANCO; RAMUNNO, 2006; ERBAY; ICIER, 2010;
GOULAS et al., 2010; GUINDA et al., 2015). Estudos ja identificaram uma variedade de
diferentes tipos de compostos fenolicos presentes em folhas de oliveira, incluindo alcoois
fendlicos, derivados secoiridoides, &cidos fenolicos, lignanas e flavonoides (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2014), cujas ocorréncias e concentracfes variam em funcdo de
diversas condigdes, como tipo de cultivar da oliveira, regido e clima de cultivo, sazonalidade
da colheita, entre outras (BILGIN; SAHIN, 2013; BRAHMI et al., 2013; FERREIRA et al.,
2007; GOULAS et al., 2010; LAGUERRE et al., 2009; ORAK; ISBILIR; YAGAR, 2012;
PAPOTI; TSIMIDOU, 2009; SCOGNAMIGLIO et al., 2012; TALHAOUI et al., 2014).

Benavente-Garcia et al. (2000) avaliaram quantitativamente a composicdo em
fenolicos de extrato de folhas de oliveira obtidos de cinco cultivares, cujas concentragdes
estdo apresentadas na Tabela 2. Os resultados obtidos indicam claramente que o composto
mais abundante encontrado foi oleuropeina, seguido de hidroxitirosol, luteolina-7-glicosideo,
apigenina-7glicosideo e verbascosideo, cujas estruturas quimicas encontram-se na Figura 11.
Outros estudos também observaram que a oleuropeina é o fendlico mais abundante em
extratos de folhas de oliveira (AHMAD-QASEM et al., 2013a; HAYES et al., 2011b;
KIRITSAKIS et al., 2010; LEE et al., 2009; XIE et al., 2015a).

Tabela 2 — Contelido dos principais compostos fendlicos presentes em extrato de folhas de oliveira

Conteudo %

Fendlicos
(base seca)

Hidroxitirosol 1,46
Tirosol 0,71
Catequina 0,04
Acido cafeico 0,34
Acido vanilico 0,63
Vanilina 0,05
Rutina 0,05
Luteolina-7-glicosideo 1,38
Verbascosideo 1,11
Apigenina-7glicosideo 1,37
Diosmetina-7-glicosideo 0,54
Oleuropeina 24,54
Luteolina 0,21
Diosmetina 0,05

Fonte: BENAVENTE-GARCIA, O. et al. Antioxidant activity of phenolics extracted from Olea europaea L. leaves. Food
Chemistry, v.68, p.457-462, 2000.



Figura 11 — Estrutura quimica dos compostos fenolicos mais abundantes em extratos de folhas de

oliveira
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A oleuropeina é um glicosideo secoiridoide fendlico, cuja estrutura quimica é

constituida de um polifenol, conhecido como hidroxitirosol, um secoiridoide chamado acido

elendlico e uma molécula de glicose, conforme representado na Figura 12 (HASSEN;
CASABIANCA; HOSNI, 2014). Muitos estudos in vitro e in vivo tém relatado as

propriedades fisioldgicas funcionais da oleuropeina e seus derivados, como o hidroxitirosol,

incluindo atividade antioxidante, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatdria, cardioprotetora,
neuroprotetora, anti-cancer, entre outras (DE LEONARDIS et al., 2008; ERBAY; ICIER,
2010; HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2014; LOCKYER et al.,, 2012; OMAR, 2010;
PAIVA-MARTINS et al., 2010; ZARE et al., 2012). Além disto, De Bock et al. (2013)

mostraram que metabolitos conjugados de hidroxitirosol sdo os principais metabdlitos

fenolicos encontrados em plasma e urina humanos apds ingestdo de extrato de folhas de

oliveira, rico em oleuropeina e hidroxitirosol.
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Figura 12 — Estrutura quimica da oleuropeina

.. Acido elendlico

ultrasound assistance. Food and Bioproducts Processing, v.93, p.29-38, 2015b.

Os compostos fenolicos podem ser obtidos das folhas de oliveira por diferentes
métodos de extracdo, com diferentes tipos de solventes (ABAZA et al., 2011; AHMAD-
QASEM et al.,, 2013b; BILGIN; SAHIN, 2013; BRAHMI et al., 2012; MALIK;
BRADFORD, 2008; MYLONAKI et al.,, 2008). De maneira geral, a utilizacdo de
metanol/agua como solvente mostra-se bastante eficiente, devido a maior quantidade de
polifenois extraidos (ABAZA et al., 2011; BRAHMI et al., 2012).

Estudos com extratos de folhas de oliveira demonstram efetiva atividade antioxidante
frente a diferentes métodos de determinacdo in vitro (KONTOGIANNI; GEROTHANASSIS,
2012; ORAK; ISBILIR; YAGAR, 2012). Benavente-Garcia et al. (2010) observaram uma
capacidade antioxidante equivalente em trolox de extrato de folhas de oliveira maior que a
observada para oleuropeina, hidroxitirosol e outros compostos fendlicos puros, e sugeriram
que isto se deve a um efeito sinérgico que os compostos fendlicos exercem no extrato de
folhas de oliveira. Orak, Ishilir e Yagar (2012) observaram que nas mesmas concentracoes,
extrato de folhas de oliveira apresentou maior atividade sequestradora do radical DPPH" que
os antioxidantes butil hidroxitolueno (BHT) e butil hidroxianisol (BHA), enquanto que a
atividade sequestradora de anion superoxido foi proxima a do BHA. Da mesma forma, Lee et
al. (2009) obtiveram valor de atividade antioxidante para extrato de folhas de oliveira maiores

que para BHT, porém pouco menores em comparacdo com o-tocoferol.

Similarmente, estudos mostram efeitos benéficos da suplementacdo de animais com
folhas de oliveira, ou seus principais fenolicos isolados, em suas caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas (DEKANSKI et al., 2014; JEMAI et al., 2008; NEKOOEIAN et al., 2011;
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PAIVA-MARTINS et al., 2009b, 2014), bem como na estabilidade oxidativa dos produtos
obtidos destes animais, como, por exemplo, carnes e ovos (BOTSOGLOU et al., 2010, 2013;
GOVARIS et al., 2010; PAIVA-MARTINS et al., 2009b). Porém, poucos estudos avaliam a
aplicacdo direta de extratos de folhas de oliveira como aditivos em alimentos, mesmo diante
do potencial j& observado (HAYES et al., 2011a).
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4 METODOLOGIA

O desenvolvimento experimental deste estudo foi realizado no Laboratorio de Quimica
Biologica do Departamento de Ciéncias Basicas (ZAB), na Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos (FZEA) na Universidade de Sao Paulo (USP) em Pirassununga/SP
(Brasil). Apenas as anélises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia optica foram realizadas, respectivamente, nos
Laboratorios Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos (Departamento de Engenharia de
Alimentos — ZEA), Multiusuério de Analise de Alimentos (ZEA) e Fisiologia Animal (ZAB),

na mesma faculdade.

41 MATERIAIS

As folhas secas e micronizadas de Olea europaea L. (oliveira) foram obtidas da
empresa Folhas de Oliva® (Estiva Gerbi, Sdo Paulo, Brasil). Os padrdes acido L-ascérbico,
trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), &cido galico e quercetina, e todos
os demais reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico, obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA). Para as andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia, o solvente
metanol e o padrdo oleuropeina utilizados foram de grau HPLC, obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA).

4.2 PREPARO DO EXTRATO DE FOLHAS DE OLIVEIRA

O extrato de folhas de oliveira para utilizagdo neste estudo foi preparado em seis
repeticdes independentes, de acordo com esquema representativo na Figura 13. Para obtencéo
do extrato, 10 g de amostra seca de folhas, previamente micronizadas, foram submetidas a
remocdo de compostos sollveis em hexano com 300 mL de n-hexano, em extrator
convencional tipo Soxhlet, por 6 horas, conforme descrito por Guinda et al. (2002) e Virot et
al. (2007). Este processo de remocao de compostos soltveis em hexano, incluindo lipidios, foi
realizado a fim de permitir a obtencdo de um extrato de completa solubilizagdo em meio
aquoso. Posteriormente foi realizada extracdo dos compostos com 200 mL de metanol/agua
(80/20 %, v/v) sob agitacdo (170 rpm) (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil) e protegida de luz, a
temperatura ambiente, por 24 horas (ABAZA et al., 2011; BOUAZIZ; SAYADI, 2005). Apos
extracdo, a solucdo foi centrifugada a 4000 rpm (Centrifuga CT-5000, Cientec, Brasil) por 10
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minutos para obtencdo do sobrenadante, que foi filtrado com filtro Whatman n.1 (11 um). O
metanol presente no extrato foi removido sob pressdo reduzida (Evaporador rotativo SL-126,
Solab, Brasil) em temperatura ndo superior a 50 °C.

Figura 13 — Fluxograma representativo do processo de obtencdo do extrato de folhas de oliveira (EFO)
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Ap6s remocdo do metanol, o extrato concentrado foi diluido em &gua (volume final
200 mL) e sonicado (Desruptor de células ultrassbnico Unique, Brasil) em temperatura
ambiente (2 ciclos de 20 segundos a 100 W de poténcia) para melhor dissolucéo, e,
posteriormente, centrifugado a 4000 rpm (Centrifuga CT-5000, Cientec, Brasil) por 5
minutos, para retirada de compostos ndo soltveis em agua. O sobrenadante foi congelado e
posteriormente liofilizado (Liofilizador K-202, Liobras, Brasil) para obtencdo do extrato seco
de folhas de oliveira (EFO).

Para a realizacdo das analises posteriores, o extrato seco foi diluido em tampéo salino
fosfato (PBS), pH 7,4, nas concentracfes adequadas para cada ensaio. Para completa
solubilizacdo, foi homogeneizado em agitador por 2 minutos, e posteriormente sonicado
(Desruptor de células ultrassénico Unique, Brasil) (3 ciclos de 20 segundos a 100 W de

poténcia). Em todos os procedimentos as amostras foram mantidas em gelo e ao abrigo da luz.

4.3 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

4.3.1 Determinacéo do poder redutor por Folin-Ciocalteau

O poder redutor do extrato sobre o reagente Folin-Ciocalteau, que estima o conteddo
de fendlicos totais, foi determinado conforme método colorimétrico descrito por Singleton e
Rossi Junior (1965), com modificacdes. Esta analise estima o contetudo de fendlicos totais da
amostra, porém, também quantifica outros compostos com capacidade de reducdo do reagente
Folin-Ciocalteau, como acUcares, aminas aromaticas, acido ascorbico, acidos organicos,
outras substancias organicas ndo fendlicas e algumas substancias inorganicas (ANGELO;
JORGE, 2007; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999).

O reagente Folin-Ciocalteau consiste na mistura dos &cidos fosfomolibdico e
fosfotlngstico. Neste método, em presenca de certos agentes redutores, como 0S compostos
fendlicos, o molibdénio presente no reagente, que se encontra no estado de oxidacdo 6 (VI)
(cor amarela), forma os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis, alterando o estado
de oxidacdo do molibdénio por reacdo de transferéncia de elétrons (DE OLIVEIRA et al.,
2009). Compostos fenolicos reagem com o reagente Folin-Ciocalteau apenas em meio basico,
que neste caso € obtido com solugdo de carbonato de soédio (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Na

Figura 14 esta representada a desprotonacdo de um composto fendlico, acido galico, em meio
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bésico, gerando anion fenolato, que reduz o molibdénio presente no reagente Folin-
Ciocalteau, mudando a coloracdo de amarela para azul. A formacéo da coloragdo azul permite

a determinacdo espectrofotométrica da concentracdo das substancias redutoras.

Figura 14 — Reagdo do composto fendlico acido galico com molibdénio, componente do reagente
Folin-Ciocalteau
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Fonte: adaptado de DE OLIVEIRA, A.C. et al. Fontes vegetais naturais de antioxidantes. Quimica Nova, v.32, n.3, p.689-
702, 2009.

O extrato (0,2 mg/mL) foi incubado por 2 minutos com o reagente Folin-Ciocalteau,
devidamente diluido em agua ultra pura (1:9, v/v). Em seguida, foi adicionada solucdo aquosa
de carbonato de sodio 7,5 % (m/v), e a absorbancia a 760 nm foi determinada apds 1 hora a
temperatura ambiente (Espectrofotdmetro DU-800, Beckman Coulter, USA). Acido gélico foi
utilizado como composto padrdo. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido
galico (AGE), em mg/g de extrato seco, calculados a partir de curva padrdo de acido galico
(0,5a6,0 ug/mL).

4.3.2 Determinacdo do contetdo de flavonoides totais

O conteddo de flavonoides totais do extrato foi determinado, em duplicata, de acordo
com método descrito por Miliauskas, Venskutonis e van Beek (2004), com modificacdes. Este
método espectrofotométrico baseia-se na utilizacdo de uma solucdo de cloreto de aluminio
(AICI3), no qual o fon aluminio (AI*") complexa-se com as moléculas de flavonoides,
formando um complexo flavonoide-Al**

MARKHAM; THOMAS, 1970). Esta complexagdo promove um deslocamento da banda de

estavel de coloragdo amarela (Figura 15) (MABRY;
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absorcdo dos flavonoides para um comprimento de onda maior, no qual a intensidade
espectrofotométrica é proporcional a concentracdo de flavonoides na amostra (MARQUES et
al., 2012).

Figura 15 — Reacdo de complexacédo do flavonoide quercetina com cloreto de aluminio (AICIs), com
formac&o do complexo estéavel flavonoide-Al**

Fonte: MABRY, T.J.; MARKHAM, K.R.; THOMAS, M.B. The systematic identification of flavonoids. New York:
Springer-Verlag, 1970.

O extrato (10 mg/mL) foi incubado com cloreto de aluminio 2 % (m/v) em etanol. A
absorbancia a 415 nm foi determinada ap6s 40 minutos a temperatura ambiente
(Espectrofotometro DU-800, Beckman Coulter, USA). Quercetina foi utilizada como
composto padrdo. Os resultados de flavonoides totais foram expressos em equivalente de
quercetina (QE), em mg/g de extrato seco, calculados a partir de curva padrdo de quercetina
(0,6 a 9,6 ug/mL).

4.3.3 Determinacédo do contetdo de oleuropeina por HPLC

O conteudo de oleuropeina do extrato foi determinado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), também conhecida pela sigla em inglés HPLC (high performance
liquid chromatography), de acordo com métodos descritos por Altinyay e Altun (2006) e
Tayoub et al. (2012), com modificagdes. O extrato seco foi diluido em metanol grau HPLC na
concentragéo final de 10 mg/mL, e filtrado em filtro Whatman (0,45 um). Um volume de 20
uL desta solucédo foi diretamente injetado no sistema de HPLC (Shimadzu, Jap&o) equipado

com detector UV-visivel a 280 nm e coluna Shim-pack CLC-ODS (5 um) 4,6 x 250 mm,
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precedida de pré-coluna Shim-pack (5 um) 4 x 10 mm (Shimadzu, Japdo), a temperatura
ambiente. A fase mdvel utilizada foi agua + acido fosférico (0,1 %) como eluente A, e
metanol como eluente (B), nas seguintes propor¢des: 60 % A, 40 % B. O fluxo foi de 1,0
mL/min, com tempo de retengdo de 18 minutos e tempo de corrida 30 minutos, com detecgéo
UV a 280 nm. Os resultados foram obtidos a partir de curva padrdo com concentragdes
conhecidas do padrdo oleuropeina (62,5 a 500 pg/mL). Para avaliacdo dos resultados foi

utilizado o Software LabSolutions (Shimadzu, Jap&o).

4.4 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do extrato foi avaliada, in vitro, por meio de anélises que
verificam o poder de reducdo sobre o ion férrico (FRAP) e seu efeito antioxidante sobre os
radicais livres sintéticos DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS™ [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] e sobre espécies reativas que participam de processos

oxidativos celulares: &nion superoxido, acido hipocloroso e dxido nitrico.

4.4.1 Atividade antioxidante sobre radical DPPH’

A atividade antioxidante sobre radical DPPH’ foi avaliada de acordo com metodologia
descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificacdes. Este método
baseia-se na capacidade de reducdo de DPPH" pela amostra. O DPPH" é um radical organico
de nitrogénio, estavel e disponivel comercialmente, de coloracdo pUrpura, que possui pico de
absorcdo no espectro ultravioleta (UV)/visivel a 515 nm (Figura 16). Pela acdo de um
antioxidante, ocorre a reducdo do DPPH’, formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de
coloracdo amarela (Figura 17), que ndo absorve a 515 nm. Desta forma, a reacdo é monitorada
espectrofotometricamente pelo decréscimo da absorbancia a 515 nm (PRIOR; WU;
SCHAICH, 2005).

Figura 16 — Estrutura quimica do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

Fonte: PRIOR, R.L.; WU, X.; SCHAICH, K. Standardized methods for the determination of antioxidant capacity and
phenolics in foods and dietary supplements. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.53, p.4290-4302, 2005.
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Figura 17 — Reacdo de reducdo do radical DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), de coloragdo plrpura,
ao DPPH-H (2,2-difenilpicril-hidrazina), de colora¢do amarela, por um fenol

Fonte: adaptado de ANCEREWICZ, J. et al. Structure-property relationships of trimetazidine derivatives and model
compounds as potential antioxidants. Free Radical Biology and Medicine, v.25, n.1, p.113-120, 1998.

Existe na literatura grande variacdo nos tempos de incubacdo com o radical DPPH’,
uma vez que a estabilizacdo da reacdo depende do tipo de amostra analisada e das condic¢des
utilizadas (BRAHMI et al., 2014; BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995;
FERREIRA et al., 2007; LEE et al., 2009; MILIAUSKAS; VENSKUTONIS; VAN BEEK,
2004). Portanto, antes do inicio das analises, foram realizados testes para acompanhar o
decaimento da absorbancia até atingir a estabilizacdo e, desta forma, definiu-se como 3 horas
0 tempo de incubacdo da amostra com o radical DPPH" para garantir que a absorbancia
permaneca constante com o tempo.

Misturas reacionais contendo solucdo metandlica de DPPH" (65 uM) e diferentes
concentragdes de extrato (3,75 a 50,0 pg/mL) foram preparadas. Um ensaio controle
(auséncia de extrato) foi realizado para determinar o valor inicial de absorbancia a 515 nm no
tempo zero de reagdo. Apds 3 horas de incubacdo a 25 °C, as absorbancias das misturas
reacionais foram determinadas a 515 nm (Espectrofotbmetro DU-800, Beckman Coulter,
USA). Os ensaios foram realizados em duplicata. Trolox foi utilizado como antioxidante

padrdo.

A atividade antioxidante da amostra foi avaliada por meio da reducdo na absorbancia
do DPPH" a 515 nm, comparado a absorbancia inicial do ensaio controle (auséncia de
extrato). Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de DPPH" conforme

eq.(8).

Inibi¢do DPPH* (%) = [1 — (A4/A¢o)] X 100 (8)
Onde: Acp é a absorbancia a 515 nm do ensaio controle no tempo inicial (zero) e A4 é a absorbancia a

515 nm das amostras apds 3 horas de incubacao.
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A concentracdo de amostra (em pg/mL) que causa um decréscimo de 50 % na
concentracao inicial de DPPH’, definida como ICs, foi calculada a partir dos valores de % de
inibicdo em funcéo das concentragdes de amostras nos ensaios. TEAC, em mg/g de extrato
seco, foi calculada a partir de curva padrédo de trolox (0,32 a 6,3 pg/mL) obtida nas mesmas

condigdes reacionais das amostras.

4.4.2 Atividade antioxidante sobre radical ABTS"™*

A atividade antioxidante sobre radical ABTS™" dos extratos foi determinada de acordo
com Re et al. (1999), com modificacdes. Neste método, ABTS obtido comercialmente é
oxidado por um agente oxidante, neste caso persulfato de amoénio, e convertido ao radical
cation ABTS™, que possui coloragdo azul intensa (Figura 18) (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005). A acdo de um antioxidante é avaliada pelo decréscimo da coloragdo, pela habilidade de
reducio do cation ABTS™.

Figura 18 — Representacéo esquematica da reacdo de formac&o do radical cation ABTS™ a partir da
oxidagdo do ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] na presenca de persulfato
de aménio

Fonte: adaptado de PANNALA, A.S. et al. Flavonoid B-ring chemistry and antioxidant activity: fast reaction kinetics.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v.282, p.1161-1168, 2001.

O tempo necessario para estabilizagio da reacdo com o radical ABTS™ depende do
tipo de amostra analisada e das condicGes utilizadas (RE et al., 1999; ZULUETA; ESTEVE;
FRIGOLA, 2009). Desta forma, Re et al. (1999) estimaram que o tempo de incubacio deve



52

variar entre 1 a 6 minutos. Portanto, antes do inicio das analises, foram realizados testes para
acompanhar o decaimento da absorbancia até atingir a estabilizacdo e, definiu-se como 6
minutos o tempo de incubagcdo da amostra com o radical ABTS™ para garantir que a

absorbancia permaneca constante com o tempo.

A solugdo contendo o radical ABTS™ foi preparada a partir da reagdo de 7,0 mM de
ABTS com 2,45 mM de persulfato de amoénio por 12 a 16 horas, no escuro e em agitagdo
constante (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil), a temperatura ambiente. Para determinar a
atividade antioxidante, a solucéo estoque de ABTS™ foi diluida em etanol para se obter uma
absorbéancia de 0,70 + 0,02 a 750 nm. Misturas reacionais contendo diferentes concentragoes
dos extratos (3,33 a 33,3 ug/mL) e 950 pL da solugdo ABTS™ diluida foram preparadas em
volumes finais de 1,0 mL. Um ensaio controle (auséncia de extrato) foi realizado para
determinar o valor inicial de absorbancia a 750 nm no tempo zero de rea¢do. Apos 6 minutos
de incubacdo na auséncia de luz, em temperatura ambiente, as absorbancias das misturas
reacionais foram determinadas a 750 nm (Espectrofotbmetro DU-800, Beckman Coulter,
USA). Os ensaios foram realizados em duplicata. Trolox foi utilizado como antioxidante
padréo.

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada por meio da reducédo na absorbancia
a 750 nm, comparado a absorbancia inicial do ensaio controle (auséncia de extrato). Os

resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo de ABTS™ conforme eq.(9).

Inibigio ABTS*+ (%) = [1 — (4,/Aco)] X 100 (9)
Onde: Acp é a absorbancia a 750 nm do ensaio controle no tempo inicial (zero) e A4 é a absorbéancia a

750 nm das amostras apds 6 minutos de incubacao.

A concentracdo de amostra (em pg/mL) que causa um decréscimo de 50 % na
concentracgéo inicial de ABTS™, definida como 1Cs, foi calculada a partir dos resultados de
porcentagens de inibicdo em funcdo das concentracOes de amostras nos ensaios. TEAC, em
mg/g de extrato seco, foi calculada a partir de curva padréo de trolox (0,6 a 4,2 pg/mL) obtida

nas mesmas condicdes reacionais das amostras.
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4.4.3 Determinacgdo do poder de reducéo do ion férrico (FRAP)

A determinacdo do poder de reducdo do ion férrico foi conduzida de acordo com
Benzie e Strain (1996), com modificacdes. Este método baseia-se na reducdo do complexo

férrico-tripiridiltriazina (Fe"-TPTZ) ao complexo ferroso (Fe'-TPTZ), por um agente

antioxidante, em pH baixo (Figura 19). O complexo ferroso formado possui coloragdo azul
intensa, que pode ser monitorado a 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996).

Figura 19 — Representacao esquematica da reacdo de redugdo do complexo férrico-tripiridiltriazina
(Fe"'-TPTZ) ao complexo ferroso (Fe"-TPTZ) por um agente antioxidante
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Fonte: HUANG, D.; OU, B.; PRIOR, R.L. The chemistry behind antioxidant capacity assays. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v.53, p.1841-1856, 2005.

O reagente FRAP foi preparado a partir de solugdo de tampéo acetato 300 mM (pH
3,6, ajustado com &cido acético glacial), solucdo de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM
(em HCI 40 mM) e solucdo de FeCl3.6H,0O (20 mM), nas proporcdes volumétricas de 10:1:1,
respectivamente. Um volume de 50 uL de amostra (0,2 g/mL) foi incubado com 950 uL do
reagente FRAP. A absorbancia a 593 nm foi determinada ap6s 30 minutos a 37 °C
(Espectrofotobmetro DU-800, Beckman Coulter, USA). De acordo com Thaipong et al. (2006),
uma curva padréo foi preparada com trolox em diferentes concentrag6es (0,63 a 3,78 ug/mL),
e os resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente em trolox (TEAC),

em mg/g de extrato seco. Os ensaios foram realizados em duplicata.

4.4.4 Atividade antioxidante sobre anion superéxido (O,™)

A atividade antioxidante do extrato sobre anion superoxido foi determinada com base

em metodologia proposta por Ewing e Janero (1995), adaptada por Valentdo et al. (2001) e



54

Orak, Isbilir e Yagar (2012), com algumas modificacdes. Este método baseia-se na geracao de
radicais anions superoxido pela reagdo entre fenazina metassulfato (PMS) e nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH), na presenca de oxigénio. Os radicais superoxido formados
reduzem o azul nitro tetrazolio (NBT) presente no meio ao cromogeno azul formazana, que
pode ser monitorado espectrofotometricamente (DE OLIVEIRA et al., 2009). Quando ha a
presenca de um antioxidante no meio, este compete com o NBT pelo anion superoxido
gerado, diminuindo, desta forma, a reducdo do NBT e, consequentemente, a formacao de
formazana. As reagdes envolvidas nesta metodologia estdo representadas esquematicamente

na Figura 20.

Figura 20 — Representacdo esquematica das rea¢Ges envolvidas na metodologia de atividade
antioxidante sobre radical anion superoxido e acdo de um antioxidante presente no meio
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Fonte: DE OLIVEIRA, A.C. et al. Fontes vegetais naturais de antioxidantes. Quimica Nova, v.32, n.3, p.689-702, 2009.

As misturas reacionais em pocos de microplacas continham, em um volume final de
300 uL: NADH (166 uM), NBT (43 uM), extratos em diferentes concentracfes (20 a 160
ug/mL) e PMS (2,7 uM). Todos os reagentes foram preparados em tampéo salino fosfato pH
7,4. Apos incubacdo por 2 minutos a 25 °C, as absorbancias foram determinadas a 540 nm em

leitor de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA). Os ensaios foram realizados
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em duplicata. O antioxidante comercial acido ascorbico foi utilizado como composto de
referéncia. Um ensaio controle (auséncia de extrato) foi realizado nas mesmas condigdes

descritas, para calculo de porcentagem de inibicdo de anion superdxido, conforme eq.(10).

Inibigdo 02 (%) = [1 — (A4,/A¢)] X 100 (10)

Onde: Acé a absorbancia do ensaio controle a 540 nm e 44 é a absorbancia das amostras a 540 nm.

A concentracdo de amostra (em pg/mL) que causa uma inibicdo de 50 % de anion
superoxido, definida como ICs, foi calculada a partir dos resultados de % de inibicdo em

funcdo das concentracdes de amostras nos ensaios.
4.4.5 Atividade antioxidante sobre &cido hipocloroso (HOCI)

A atividade antioxidante do extrato sobre &cido hipocloroso foi determinada de acordo
com Ching, de Jong e Bast (1994) e Valentdo et al. (2002), com modifica¢bes. Este método
baseia-se na oxidacdo de 4&cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) a é&cido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) por HOCI (CHING; DE JONG; BAST, 1994). O TNB absorve em
comprimento de onda de 412 nm e o DTNB em 325 nm, portanto, na presenca de HOCI, a
absorbancia a 412 nm diminui enquanto a absorbancia a 325 nm aumenta. Desta forma,
guando ha a presenca de um antioxidante no meio, este compete com o TNB pelo HOCI, e
ocorre uma menor taxa de oxidacdo de TNB a DTNB, e portanto, uma menor reducdo da
absorbancia a 412 nm. As reagdes envolvidas nesta metodologia estdo representadas

esquematicamente na Figura 21.

Figura 21 — Representacao esquematica da oxidacgdo de 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) a acido 5,5-
ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) por acido hipocloroso (HOCI) e a¢do de um antioxidante
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Jeﬂfﬂd
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Fonte: Prépria autoria
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Para desenvolvimento da andlise, a sintese de acido hipocloroso foi realizada
imediatamente antes do uso, conforme descrito por Neergheen et al. (2006), ajustando-se uma
solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) (1 % v/v) para pH 6,2 com acido sulfarico (H2SOy)
0,6 M. A concentracdo da solucdo de HOCI foi determinada espectrofotometricamente a 235
nm (Espectrofotdmetro DU-800, Beckman Coulter, USA) pelo coeficiente de extingdo molar
de 100 M'cm™ (ARUOMA, 1994; WEISS et al., 1982). Os ensaios foram realizados &
temperatura ambiente, em cubetas, contendo 62,5 uM de TNB, solugdo previamente
preparada conforme descrito por Ching, de Jong e Bast (1994), e diferentes concentracdes de
amostra (100 a 1400 ug/mL). A absorbancia a 412 nm (Espectrofotémetro DU-800, Beckman
Coulter, USA) foi determinada antes e 5 minutos apés a adicdo de HOCI 40 uM
(concentracdo final na cubeta). Os ensaios foram realizados em duplicata. O antioxidante
comercial acido ascérbico foi utilizado como composto de referéncia. Um ensaio controle
(auséncia de extrato) foi realizado nas mesmas condicGes descritas, para calculo de

porcentagem de inibicdo de &cido hipocloroso, conforme eq.(11).

Inibi¢do HOCI (%) = [1 — (Aa; — Aas)/(Aci — Acr)] % 100 (11)
Onde: A € a absorbancia da amostra antes da adicdo de HOCI (inicial); A4r é a absorbancia da
amostra apds 5 minutos da adi¢do de HOCI (final); A¢ € a absorbancia do controle antes da adi¢do de

HOCI e Acr€é a absorbéancia do controle apds 5 minutos da adi¢cdo de HOCI.

A concentracdo de amostra (em ug/mL) que causa uma inibicdo de 50 % de &cido
hipocloroso, definida como ICs, foi calculada a partir dos resultados de % de inibicdo em

funcdo das concentracdes de amostras nos ensaios.

4.4.6 Atividade antioxidante sobre 6xido nitrico (NO")

A atividade antioxidante do extrato sobre 6xido nitrico foi determinada de acordo com
Marcocci et al. (1994) e Yen, Lai e Chou (2001), com modifica¢fes de Pooja, Samanta e Garg
(2010), baseados na Reacgéo de Griess (GRIESS, 1879). Este método consiste em reacdes que
envolvem ions nitrito (NO,"), produtos estaveis da degradacdo de NO', altamente instavel, e

por isto, podem ser considerados como indice de produgdo de 6xido nitrico.

Em pH fisiolégico, o dxido nitrico gerado em solu¢do aquosa de nitroprussiato de

sodio (NPS) interage com oxigénio e produz NO;", que pode ser quantificado pela Reacéo de
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Griess (MARCOCCI et al., 1994). A Reacdo de Griess baseia-se na diazotizacdo do NO,~
com sulfanilamida, em condi¢cbes 4&cidas, e subsequente ligagdo com N-(I-
naftil)etilenodiamina (NED), formando um croméforo de coloragdo vermelho violeta, que
absorve em comprimento de onda de 540 nm (TSIKAS, 2007). As reacOes envolvidas no
método de Griess estdo representadas esquematicamente na Figura 22. Quando um
sequestrador de NO" esta presente em solugcdo aquosa com NPS, hd uma menor formacéo de

NO;, e consequentemente, menor absorbancia a 540 nm ap6s Reacgdo de Griess.

Figura 22 — Representacdo esquematica da Reagdo de Griess
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Fonte: RAMOS, L.A.; CAVALHEIRO, C.C.S.; CAVALHEIRO, E.T.G. Determinag&o de nitrito em aguas utilizando extrato
de flores. Quimica Nova, v.29, n.5, p.1114-1120, 2006.

A formacdo de NO,, e consequentemente nitrito de sodio, foi realizada pela
incubagdo a 25 °C por 3 horas de misturas reacionais contendo solucéo de NPS 8,3 mM (em
PBS, pH 7,4), preparada imediatamente antes do uso, e diferentes concentracdes de amostra
(10 a 200 pg/mL). Um ensaio controle (auséncia de extrato) foi realizado nas mesmas
condigdes descritas. A cada 1 hora, aliquotas de 50 uL das misturas reacionais foram
coletadas e adicionadas de 50 uL de sulfanilamida (1 % em é&cido fosforico) e, apds 5
minutos, de 50 uL de NED (0,1 %), ambos reagentes preparados conforme descrito por Yen,
Lai e Chou (2001). Apds 5 minutos, as absorbancias foram determinadas a 540 nm em leitor
de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA). Os ensaios foram realizados em

duplicata. A concentracdo de nitrito de sodio (uM) nas misturas reacionais, a cada 1 hora de
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ensaio, foi calculada a partir de curva padrdo, obtida pela reacdo de diferentes concentracGes
de nitrito de sddio (1,56 a 100 uM) com sulfanilamida e NED nas mesmas condic¢des descritas
para as amostras. O antioxidante comercial acido ascorbico foi utilizado como composto de
referéncia.

Para calculo de porcentagem de inibicdo de Oxido nitrico pelas amostras, foram
consideradas as absorbancias obtidas em 2 horas de incubacdo das misturas reacionais,

conforme eq.(12).

Inibicio NO* (%) = [1 — (4,/Ac)] % 100 (12)

Onde: A¢é a absorbancia do ensaio controle a 540 nm e A, é a absorbancia das amostras a 540 nm.

A concentragdo de amostra (em pg/mL) que causa uma inibicdo de 50 % de Oxido
nitrico, definida como ICsx, foi calculada a partir dos resultados de % de inibicdo em funcéo

das concentracfes de amostras nos ensaios.

45 AVALIACAO DE EFEITO PROTETOR SOBRE DANOS OXIDATIVOS
INDUZIDOS POR RADICAL LIVRE EM ERITROCITOS HUMANOS

O efeito protetor do extrato sobre dano oxidativo celular foi avaliado, in vitro, por
meio da protecdo sobre hemolise, peroxidacdo lipidica e oxidacdo de hemoglobina induzidos
por AAPH (2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorido) em eritrcitos humanos. Além
disto, o efeito protetor do extrato foi avaliado visualmente através de microscopia éptica e

microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

O AAPH € um composto azo hidrossoluvel que sofre decomposicdo térmica em
temperatura fisioldgica, na presenca de oxigénio, gerando radicais livres peroxil (Figura 23),
que causam danos oxidativos celulares. Eritocitos sdo muito susceptiveis a danos oxidativos,
pelo alto conteddo de &cidos graxos poli-insaturados de suas membranas e altas concentragdes
celulares de oxigénio e hemoglobina (YANG et al., 2006). Desta forma, radicais peroxil
gerados na decomposicdo de AAPH atacam as membranas celulares de eritrocitos pela
inducdo da peroxidacdo lipidica e alteragdes conformacionais de proteinas, podendo levar ao
processo de hemolise (SATO et al.,, 1995). Este modelo biol6gico tem sido amplamente
utilizado como fonte de radicais livres e como alvo de danos oxidativos em estudos de efeito

protetor de compostos e extratos em geral.
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Figura 23 — Reacdo de decomposigdo térmica de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) dihidroclorido
(AAPH), com geracdo de radicais peroxil na presenca de oxigénio

Fonte: KRINSKY, N.I.; JOHNSON, E.J. Carotenoid actions and their relation to health and disease. Molecular Aspects of
Medicine, v.26, p.459-516, 2005.

4.5.1 Obtencao de eritrécitos humanos

Os eritrocitos foram obtidos a partir de coletas de sangue venoso de pessoas sadias e
ndo fumantes, sem que estas pessoas tenham recebido nenhum tipo de tratamento ou
intervencdo. Os voluntarios assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A), previamente aprovado pelo Comité Local de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (Parecer n° 493.382, Anexo A). As coletas foram realizadas por profissional
habilitado na Unidade Basica de Saude (UBAS) do campus “Fernando Costa” de
Pirassununga, da Universidade de Sdo Paulo (USP). As amostras de sangue (10 mL) foram
coletadas em tubos tipo vacutainer, contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)

como anticoagulante.

4.5.2 Preparo da suspensdo de eritrécitos

A solucéo de eritrdcitos foi preparada de acordo com descrito por Gido et al. (2010).
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.500 rpm (2332 g) por 10 minutos (Centrifuga
CT-5000, Cientec, Brasil). Uma representacdo esquematica da composi¢do do sangue apos
centrifugacdo esta apresentada na Figura 24. O plasma sanguineo e a camada celular superior,
rica em leucocitos, foram removidos, por aspiracdo com micropipeta, e descartados. A
camada inferior, constituida por eritrécitos, foi adicionada de tampao salino fosfato pH 7,4 e
posteriormente centrifugada a 3.500 rpm (2332 g) por 10 minutos (Centrifuga CT-5000,
Cientec, Brasil). O sobrenadante foi removido e os eritrocitos foram lavados mais duas vezes
com PBS. Finalmente, os eritrocitos foram resuspendidos em PBS, de modo a se obter 10 %
hematocrito , verificada em capilares de vidro a 11.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga para

microhematdcrito  microprocessada, Q222HMZ2, Quimis, Brasil), o que equivale
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aproximadamente a 1,1 x 10° cél/mL (VALLADA, 1997). A suspenséo final de eritrcitos foi

mantida a 4 °C e utilizada imediatamente apds seu preparo.

Figura 24 — Representacao esquematica da composicao do sangue apés centrifugacdo do sangue
coletado

Fonte: adaptado de CUMMINGS, B. Disponivel em:
<http://fau.pearlashes.com/anatomy/Chapter%2029/Chapter%2029.htm>. Acesso em: 07 nov. 2015.

45.3 Efeito sobre hemolise

A andlise da agdo do extrato sobre hemdlise induzida por AAPH foi realizada
conforme descrito por Siméo et al. (2006) e Yang et al. (2006), com modificacbes. Este
método baseia-se na inducdo de hemolise dos eritrocitos por radicais peroxil gerados na
decomposicdo térmica de AAPH. A hemdlise € avaliada espectrofotometricamente pela
liberacdo de hemoglobina das células, com pico de absor¢do em 540 nm. Na presenca de um
antioxidante que atua sobre os radicais peroxil, hd& menor ocorréncia de hemolise, e

consequentemente menor absor¢do a 540 nm.

Misturas reacionais contendo suspensdo de eritrocitos 1 % hematocrito foram pré-
incubadas com PBS (controle) e diferentes concentracdes de amostra (1 a 25 pug/mL) a 37 °C
por 30 minutos, sob agitacdo de 100 rpm (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil). Apds pre-
incubacdo, as misturas reacionais foram incubadas na auséncia e presenca de 5 mM de AAPH
(em PBS, pH 7,4) a 37 °C por 6 horas, nas mesmas condicdes de agitacdo. Os ensaios na
auséncia de AAPH foram feitos para avaliar se a amostra causava hemélise dos eritrdcitos ou
se havia alguma interferéncia do extrato nos resultados. O antioxidante comercial acido
ascorbico foi utilizado como composto de referéncia. Os ensaios foram realizados em

duplicata.
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O grau de hemolise foi determinado a cada 1 hora de incubacgdo, pela liberacdo de
hemoglobina das células, centrifugando-se aliquotas do meio reacional, diluidas 2,5 vezes em
PBS, a 5.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga CT-14000, Cientec, Brasil), com determinacéo
espectrofotométrica do sobrenadante a 540 nm (Espectrofotdmetro DU-800, Beckman
Coulter, USA). Hemolise completa (100 %) foi estabelecida com a incubacéo de eritrocitos 1

% em agua a 37 °C por 10 minutos.

Os resultados foram expressos em % de hemolise, de acordo com a eq.(13), e em % de

inibicdo de hemolise em relacdo ao ensaio controle, de acordo com a eq.(14).

Hemolise (%) = (44/A100%) X 100 (13)

Inibicdo Hemolise (%) = [1 — (A4/A¢)] X 100 (14)

Onde: A4 é a absorbancia dos ensaios com as amostras a 540 nm; Aiooy € a absorbancia do ensaio de

hemolise completa (100 %) a 540 nm e A é a absorbancia do ensaio controle (auséncia de amostra) a
540 nm.

A concentracdo de amostra (em pg/mL) que causa uma inibicdo de 50 % na hemolise
induzida por AAPH, definida como ICs, foi calculada a partir dos resultados de % de

inibicdo, em 4 horas de incubacédo, em funcao das concentracdes de amostras nos ensaios.

4.5.3.1 Avaliacéo por microscopia

Para avaliar os efeitos hemoliticos por microscopia, foram realizadas analises de
microscopia optica e microscopia eletronica de varredura (MEV) do efeito protetor do extrato
sobre 0s eritrocitos ap6s danos oxidativos induzidos por AAPH. Para tanto, foram realizados
ensaios com maior concentracao do oxidante AAPH (10 mM) a fim de potencializar os efeitos
e consequentemente a visualizacdo. Misturas reacionais contendo suspensdo de eritrocitos 1
% hematdcrito foram pré-incubadas em PBS na auséncia (controle) e presenca de 25 ou 50
ug/mL de EFO a 37 °C por 30 minutos, sob agitacdo de 100 rpm (Shaker TE-420, Tecnal,
Brasil). Apos a pré-incubagdo com o extrato, as misturas reacionais foram incubadas por mais

4 horas, nas mesmas condicdes, na auséncia e presenca de 10 mM de AAPH.

Para avaliar a hemolise por microscopia Optica, caracterizada pela reducdo na
densidade de hemacias, aliquotas (10 uL) foram retiradas dos ensaios no final da incubacéo e

colocadas em camaras de Neubauer para visualizacdo (Microscopio trinocular Axio
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Scope.Al, Carl Zeiss, Alemanha) (PAIVA-MARTINS, 2009a). As imagens foram capturadas
utilizando o Software AxioVision LE (Carl Zeiss, Alemanha).

Para avaliar as alteracbes morfologicas dos eritrocitos por MEV foi empregada
metodologia conforme descrita por Pereira, Hatayde e Faria (2011) e Suwalsky et al. (2009),
com modificagbes. Apds incubacdo, os ensaios foram centrifugados a 3.500 rpm por 10
minutos (Centrifuga CT-5000, Cientec, Brasil) e, ap6s descarte do sobrenadante, as células
foram fixadas com glutaraldeido 2,5 % (em PBS), pH 7,4, por 17 horas a 4 °C.
Posteriormente, a solucao foi novamente centrifugada a 3.500 rpm por 10 minutos (Centrifuga
CT-5000, Cientec, Brasil) para remoc¢éo do sobrenadante. As células foram lavadas com PBS
trés vezes e desidratadas com sucessivas lavagens em série ascendente de acetona (25 %, 50
%, 75 %, 95 % (v/v): 10 min/cada, e 99,5 % (v/v): 10 min/cada por 2 vezes). Aliquotas (20
uL) foram depositadas em lamina de vidro, secas em temperatura ambiente, colocadas em
porta amostras com fita adesiva condutiva de carbono e examinadas em MEV (Microscopio
eletronico de varredura, TM3000, Hitachi, Japdo) em voltagem de 15 kV e magnitude de

1.000-10.000x. As imagens foram registradas pelo préprio equipamento.

4.5.4 Efeito sobre peroxidacao lipidica

A acdo do extrato sobre peroxidacdo lipidica em eritrocitos expostos ao AAPH foi
avaliada indiretamente pela formacdo de substdncias reativas ao &cido tiobarbitirico
(TBARS), conforme descrito por Sato et al. (1995), Simao et al. (2006) e Chisté et al. (2014),
com modificacbes. Este método consiste na determinacdo espectrofotométrica de
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacao lipidica, e outras substancias reativas ao
acido tiobarbitarico. A reacdo de MDA ou de outras substancias com acido tiobarbitarico
(TBA), em condicfes &cidas, forma um cromégeno rosado, com absor¢do em 532-535 nm
(Figura 25). A intensidade de absorcdo indica a extensdo da peroxidacdo lipidica, quando
comparada ao ensaio controle (auséncia de AAPH). Na presenca de um antioxidante, a
peroxidacdo lipidica de eritrécitos € reduzida e consequentemente ocorre menor formacao de
MDA e outros produtos da oxidacdo e, portanto, apos reacdo com TBA ha uma reducdo na

absorbancia.
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Figura 25 — Reacdo envolvida na metodologia de anélise de peroxidacgdo lipidica, entre malondialdeido
e acido tiobarbitarico (TBA), com formacao de um cromégeno

Fonte: adaptado de ANTOLOVICH, M. et al. Methods for testing antioxidant activity. Analyst, v.127, p.183-198, 2002.

Misturas reacionais contendo suspensdo de eritrocitos 5 % hematocrito foram pré-
incubadas com PBS (controle) e diferentes concentra¢fes de amostra (25 a 250 pg/mL) a 37
°C por 30 minutos, sob agitacdo de 100 rpm (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil). Ap6s pré-
incubacéo, as misturas reacionais foram expostas a 50 mM de AAPH (em PBS, pH 7,4) a 37
°C por 4 horas, sob as mesmas condices de agitacdo. As condicdes de concentracdo de
eritrocitos e AAPH utilizadas neste ensaio estdo de acordo com os melhores parametros
experimentais obtido por Chisté et al. (2014) para este tipo de analise. O antioxidante
comercial acido ascérbico foi utilizado como composto de referéncia. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

A cada 1 hora de incubacdo, aliquotas das misturas reacionais foram colhidas e
adicionadas de acido tricloroacético (TCA) 12 % (na proporcdao de 2,5:1) e, ap0Os
homogeneizacdo vigorosa, centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos (Centrifuga CT-14000,
Cientec, Brasil). Posteriormente, o sobrenadante e solugdo de TBA 0,7 % (na propor¢éo de
1:1,25) foram incubados a 100 °C por 15 minutos. Apds 5 minutos em gelo para interromper a
reacdo, a absorbancia foi determinada a 535 nm (Espectrofotdmetro DU-800, Beckman
Coulter, USA).

A porcentagem de inibicdo de peroxidacdo lipidica dos eritrocitos pelo extrato, em

relacdo ao ensaio controle (auséncia de extrato), foi calculada conforme eq.(15).
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Inibigdo peroxidacio lipidica (%) = [1 — (4,/A¢)] X 100 (15)

Onde: Acé a absorbancia do ensaio controle a 535 nm e 44 é a absorbancia das amostras a 535 nm.

A concentracdo de amostra (em pg/mL) que causa uma inibicdo de 50 % na
peroxidagdo lipidica, definida como 1Csy, foi calculada a partir dos resultados de % de

inibicdo em funcédo das concentragdes de amostras nos ensaios.

455 Efeito sobre oxidacao de hemoglobina

O efeito protetor do extrato sobre a oxidacdo de hemoglobina em eritrocitos expostos
ao AAPH foi realizada conforme descrito por Chisté et al. (2014) e Winterbourn (1990), com
modificacdes. Neste método, a oxidacdo do Fe(ll) da hemoglobina € avaliada pela formacéo
de Fe(lll), componente da meta-hemoglobina (metHb), apds reacdo com radicais peroxil
gerados por AAPH. Na presenca de um antioxidante, h4& menor oxidacdo de hemoglobina e

consequentemente menor formacao de metHb.

Misturas reacionais contendo eritrécitos 5 % hematdcrito foram pré-incubadas com
PBS (controle) e diferentes concentragdes de amostra (25 a 250 pg/mL) a 37 °C por 30
minutos, sob agitacdo de 100 rpm (Shaker TE-420, Tecnal, Brasil). Apds pré-incubacdo, as
misturas reacionais foram adicionadas de 50 mM de AAPH (em PBS, pH 7,4) a 37 °C por 4
horas, sob as mesmas condicGes de agitagdo. As condi¢des de concentracdo de eritrocitos e
AAPH utilizadas neste ensaio estdo de acordo com os melhores parametros experimentais
obtido por Chisté et al. (2014) para este tipo de andlise. O antioxidante comercial acido
ascorbico foi utilizado como composto de referéncia. Os ensaios foram realizados em

duplicata.

A cada 1 hora de incubacdo, a formacdo de meta-hemoglobina foi determinada,
retirando-se aliquotas do meio reacional e adicionando agua, na propor¢do de 1:9, para
inducdo de hemolise e, entdo homogeneizadas suavemente e colocadas em gelo para cessar a
reacdo. Posteriormente, foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga CT-
14.000, Cientec, Brasil), com verificacdo espectrofotométrica do espectro de absor¢do do
sobrenadante entre 500 e 700 nm (Espectrofotdmetro DU-800, Beckman Coulter, USA).

Além disto, foram conduzidos ensaios a fim de avaliar a oxidagdo da hemoglobina
extravasada das células (sobrenadante) e da contida no interior celular (pellet) durante a

incubacéo, conforme esquema ilustrativo na Figura 26.
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Figura 26 — Esquema ilustrativo do procedimento de determinacdo de oxi-hemoglobina e meta-
hemoglobina no ensaio total, no sobrenadante e no pellet

Para determinacéo da hemoglobina total, a hemélise foi induzida com dgua ap6s incubacdo de eritrocitos com AAPH (2,2'-
azobis (2-amidinopropano) dihidroclorido) e extrato de folhas de oliveira (EFO), com determinacéo de oxi-hemoglobina e
meta-hemoglobina a 577 e 630 nm. Para determinagdo da hemoglobina extracelular e intracelular, apos a incubagdo, o ensaio
foi centrifugado, separando-se sobrenadante e pellet. A quantificacdo de oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina foi realizada
diretamente no sobrenadante, e apés hemdlise induzida com &gua no pellet.

Fonte: Prdpria autoria.
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n.10, p.1807-1814, 2012.

A formagéo de meta-hemoglobina foi determinada nas fragcdes sobrenadante e pellet
apos as 4 horas de incubacdo da mesma forma descrita anteriormente. Para isto, aliquotas das
misturas reacionais foram retiradas e colocadas em gelo por 5 minutos para cessar a reagao.
Apos centrifugacdo a 5.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga CT-14000, Cientec, Brasil), 0

sobrenadante foi removido para leitura espectrofotométrica. O pellet foi cuidadosamente
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lavado com PBS duas vezes e adicionado de &gua para lisar as células e expor o conteido de
hemoglobina, e entdo, centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga CT-14000,
Cientec, Brasil), para posterior verificacdo espectrofotométrica do sobrenadante.

As absorbancias a 630 nm, cujo pico é caracteristico da meta-hemoglobina, e a 577
nm, caracteristico da oxi-hemoglobina (Figura 27), foram utilizados para célculo das
concentracdes (em uM) de acordo com eq.(16) e eq.(17), propostas por Winterbourn (1990),
baseadas nos coeficientes de extingdo molar. A utilizagdo destas equacdes € valida quando o
nivel de hemoglobina total se mantém constante com o tempo, o que foi verificado neste

estudo, em todos 0s ensaios.

[Oxi-hemoglobina| (uM) = 66457, — 804430 (16)
[Meta-hemoglobina] (uM) = 2794430 — 34577 (17)

Onde: A4s77 é a absorbancia dos ensaios a 577 nm e As3o € a absorbancia dos ensaios a 630 nm.

Figura 27 — Espectro de absorcao da oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina

'3

Fonte: adaptado de DERANGED PHYSIOLOGY. Methaemoglobin measurement by the blood gas analyser. Disponivel
em: <http://www.derangedphysiology.com/main/core-topics-intensive-care/arterial-blood-gas-
interpretation/Chapter%203.0.4/methaemoglobin-measurement-blood-gas-analyser>. Acesso em: 04 nov. 2015.

Os resultados de concentragdo de oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina (em uM) do
sobrenadante e do pellet foram corrigidos, com base no conteudo de hemoglobina de cada
fracdo, e expressos em fungdo do numero de células, baseado em estimativa de que 5%

hematdcrito equivale aproximadamente a 5,5 x 10° cél/mL (VALLADA, 1997).
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A porcentagem de inibi¢do da oxidagdo de hemoglobina pelas amostras foi calculada
conforme eq.(18).

Inibi¢do oxidacdo hemoglobina (%) = [1 — (4,/A¢)] X 100 (18)

Onde: Acé a absorbancia do ensaio controle a 630 nm e 44 é a absorbancia das amostras a 630 nm.

A concentracdo de amostra (em ug/mL) que causa uma inibicdo de 50 % na oxidagéo
de hemoglobina, definida como ICs, foi calculada a partir dos resultados de % de inibicdo em

funcdo das concentragdes de amostras nos ensaios.

4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de até seis experimentos
independentes (n = 6). Os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA),
seguido de Teste-t ou Teste de Tukey para comparacao de médias, com nivel de significancia

de no minimo 95 % (p < 0,05), através do software estatistico Minitab (Minitab Inc., EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo completo de extracdo dos compostos das folhas de oliveira, até a obtencéo
do extrato liofilizado, apresentou um rendimento de 9,9 £ 0,6 % em massa (média + desvio
padrdo, n=6). Todos os resultados relacionados ao extrato, no presente estudo, estdo expressos

com relacdo a massa de extrato seco, apds a liofilizac&o.

5.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE FOLHAS DE OLEA EUROPAEA L.

Os efeitos bioldgicos das folhas de oliveira tém sido atribuidos a presenca de
compostos fendlicos, incluindo os flavonoides (GOULAS et al., 2010; JEMAI et al., 2008;
HASSEN; CASABIANCA; HOSNI, 2014; RAHMANIAN; JAFARI; WANI, 2015; ZARE et
al., 2012). Estudos demonstram que a oleuropeina estd entre os polifenois mais abundantes
em folhas de oliveira, e em muitos casos, € 0 que se encontra em maior quantidade
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2000; BOUAZIZ; SAYADI, 2005; HAYES et al., 2011b;
TOTH et al., 2015; XIE et al., 2015a).

Os resultados relacionados a caracterizacdo do EFO quanto ao poder redutor, que
estima o contetdo de fendlicos totais pela analise de Folin-Ciocalteau, flavonoides totais e
oleuropeina estdo apresentados na Tabela 3. O perfil cromatografico do extrato com
identificacdo do pico relativo a oleuropeina, préximo aos 17 minutos de corrida da amostra,
esta representado na Figura 28. Os resultados obtidos indicam que o processo de extracdo
realizado neste estudo foi eficiente na obtencdo de um extrato com poder de reducdo,
provavelmente pela sua composi¢do em fendlicos e flavonoides totais, incluindo o composto

fenolico oleuropeina, o que sugere um potencial antioxidante.

Tabela 3 — Poder redutor (Folin-Ciocalteau) e contetido de flavonoides totais e oleuropeina do extrato
de folhas de oliveira

Poder redutor

(Folin-Ciocalteau) Flavonoides totais Oleuropeina
(mg AGE/g extrato seco) (mg QE/g extrato seco) (mg/g extrato seco)
131,7+9/4 194+13 255+5,2

AGE: equivalentes em &cido galico; QE: equivalentes em quercetina. Média + desvio padrédo (n = 6)
Fonte: Prdpria autoria
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Figura 28 — Cromatograma obtido por HPLC do extrato de folhas de oliveira processado a 280 nm
com indicagdo de pico correspondente a oleuropeina

Fonte: Prdpria autoria

Extratos metanolicos de folhas de oliveira obtidos por Abaza et al. (2011) e Ferreira et
al. (2007) apresentaram conteudos de fendlicos totais (Folin-Ciocalteau) de 24,1 e 12,7 mg
AGE/g extrato, respectivamente. Ja Bilgin e Sahin (2013) obtiveram valores de fenolicos
totais variando entre 7 e 62 mg AGE/g amostra seca, em folhas de oliveira de diferentes
origens geograficas e obtidos por diferentes métodos de extracdo. Com relacdo ao contetido
de flavonoides totais, Abaza et al. (2011) observaram valor de 21,5 mg equivalente em
catequina/g amostra seca em folhas de oliveira, semelhante ao do presente estudo, enquanto
que Brahmi et al (2013) ao analisar extratos metanolicos de dois cultivares de folhas de
oliveira em diferentes fases de colheita encontraram valores de flavonoides totais entre 1,0 e

3,8 mg equivalente em catequina/g amostra seca.

O contetdo de oleuropeina em extratos metanolicos de folhas de oliveira, obtido por
Téth et al. (2015) foi 85,2 mg/g amostra seca, enquanto que Brahmi et al. (2013) obtiveram
valores entre 0,11 e 0,25 mg/g amostra seca quando avaliaram dois cultivares em diferentes
fases de colheita. Em condig¢des 6timas de extracdo e com metanol 75 % em agua, Jemai et al.
(2008) obtiveram um extrato de folhas de oliveira com 43,2 mg de oleuropeina/g amostra
seca. Extratos etanolicos obtidos por Guinda et al. (2015) a partir de diferentes cultivares

apresentaram 44,6 a 87,2 mg de oleuropeina/g amostra seca. Ahmad-Qasem (2013b) e Xie et
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al. (2015a) encontraram 74 e 6,53 mg de oleuropeina/g extrato seco, respectivamente, em
extratos obtidos com etanol/agua.

A composi¢do de um extrato, incluindo seu contetdo em compostos fendlicos e
flavonoides, varia muito em funcdo de diversos fatores relacionados a planta, como cultivar,
localizacdo geografica e fase de colheita (BILGIN; SAHIN, 2013; BOUAZIZ; SAYADI,
2005; BRAHMI et al., 2013; BRIANTE et al., 2002; GUINDA et al., 2015; KIRITSAKIS et
al., 2010; LAGUERRE et al., 2009; MEIRINHOS et al., 2005; RAHMANIAN; JAFARI,
WANI, 2015; TALHAOUI et al., 2014). Além disto, os processos de extracdo utilizados na
obtencdo de extratos, como solvente utilizado, procedimentos de extracdo, tempo,
temperatura, razéo de folha/ solvente, entre outros, afetam significativamente a quantidade de
compostos fenodlicos extraidos (ABAZA et a., 2011; AHMAD-QASEM et al., 2013a, 2013b;
BRAHMI et al., 2012; LEE et al., 2009; MYLONAKI et al., 2008; XIE et al., 2015b; XYNOS
et al., 2014). Desta forma, este contexto deve ser considerado na comparacao dos resultados
com dados obtidos por outros estudos na literatura.

A extracdo dos antioxidantes das folhas de oliveira, conduzida neste estudo, foi
realizada com solvente metanol/agua, baseado em estudos anteriores, que verificaram maior
eficiéncia deste solvente na extracdo de compostos fendlicos e flavonoides de plantas em
geral, inclusive folhas de oliveira, e maior atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir
deste solvente (ABAZA et al.,, 2011; BRAHMI et al., 2012; KIRITSAKIS et al., 2010;
MALIK; BRADFORD, 2008). Este fato tem sido explicado pela maior polaridade do
solvente, capaz de extrair compostos fendlicos mais polares, que constituem a maioria dos
fendlicos em folhas de oliveira (BRAHMI et al., 2012; KIRITSAKIS et al., 2010). Brahmi et
al. (2012) avaliaram extratos de folhas de oliveira obtidos com metanol, cloroférmio, acetato
de etila e hexano, e 0 extrato metandlico apresentou contetdo de fendlicos totais pelo menos 6
vezes maior e de flavonoides totais pelo menos 3,5 vezes maior que 0s demais extratos.
Kiritsakis et al. (2010) obteve maior quantidade de compostos fenolicos extraidos com
metanol/agua em comparacdo com outros solventes menos polares: éter de petroleo,

diclorometano e metanol puro.

Neste estudo, previamente a extragdo com metanol/agua, foi realizada a remocéao de
compostos soluveis em hexano a fim de se obter um extrato com melhor solubilizagcdo em
meio aquoso, para adequada realizacdo das analises posteriores. Além disto, o pré-tratamento
de remocdo de lipidios de folhas aumenta a eficiéncia da transferéncia de massa interna
durante o processo de extracdo posterior (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012). Em estudos
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anteriores, a extragdo de folhas de oliveira com hexano resultou em uma fragdo constituida de
ceras, hidrocarbonetos, esqualeno, B-caroteno, triglicerideos, a-tocoferol, B-sitosterol, alcodis
e diélcoois triterpénicos (GUINDA et al., 2002; TABERA et al., 2004). Alguns estudos
mostram que ha também extracdo de compostos fendlicos e flavonoides em hexano, porém
em quantidades significativamente inferiores quando comparados com outros solventes
(BRAHMI et al., 2012; LEE et al., 2009; XIE et al., 2015b). Da mesma forma, Xie et al.
(2015b) observaram menores rendimentos de extracdo de oleuropeina em hexano, em
comparagdo com outros solventes. Portanto, a partir dos resultados obtidos, observa-se que no
presente estudo, com a remocdo prévia de compostos sollveis em hexano, foi possivel obter
um extrato constituido de compostos antioxidantes, incluindo fendlicos e flavonoides, com a

necessaria solubilidade para realizacdo das analises posteriores em meio fisiolégico.

5.2 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Uma vez que varias caracteristicas de reacdo e mecanismos especificos podem estar
envolvidos em sistemas antioxidantes complexos, nenhum ensaio Unico reflete com completa
precisdo todos seus efeitos antioxidantes. Assim, para melhor esclarecer o perfil de
capacidade antioxidante do extrato de folhas de oliveira, diferentes metodologias de analise

foram utilizadas neste estudo.

5.2.1 Determinacgdo da atividade antioxidante sobre ABTS™ e DPPH’ e do potencial
redutor sobre o ion férrico (FRAP)

As analises que utilizam os radicais sintéticos ABTS™ e DPPH’, bem como FRAP
avaliam a capacidade antioxidante de uma amostra in vitro e sdo amplamente utilizadas para
avaliar diversos compostos e extratos de plantas (EUCH; BOUAJILA; BOUZOUITA, 2015;
KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011; XIE et al., 2015a). Nas analises
com ABTS™ e DPPH'’ sio avaliadas a capacidade da amostra em atuar como sequestrador ou
inibidor de radicais livres, enquanto que na analise de FRAP, esta capacidade antioxidante é

medida pelo potencial da amostra em reduzir ion férrico a ferroso.

A capacidade do extrato de folhas de oliveira e do padréo trolox em inibir os radicais
sintéticos ABTS™ e DPPH’ esta apresentada na Figura 29. Os resultados mostram que o
extrato de folhas de oliveira apresentou efetiva atividade antioxidante frente a estas analises.
E possivel verificar que os perfis de inibicdo do ABTS™ (Figura 29A) e DPPH’ (Figura 29B)
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sdo parecidos, e em ambos 0s casos, ha um aumento na inibicdo destes radicais com o
aumento da concentragéo de extrato (eixo inferior) ou trolox (eixo superior), o que indica que
a atividade antioxidante destas amostras estd associada diretamente com suas concentracgoes.
Desta forma, os valores médios podem ser ajustados a equacOes lineares, que estdo

apresentadas na Tabela 4, juntamente com os respectivos coeficientes de determinacéo (r?).

Figura 29 — Inibicédo dos radicais (A) ABTS™ e (B) DPPH" em funcéo da concentracéo de extrato de
folhas de oliveira (EFO) e do padréo trolox
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Barras de erro representam desvio padrdo (EFO: n = 6; trolox: n = 4). EFO: triangulos, eixo inferior; Padrao trolox: circulos,
eixo superior
Fonte: Prdpria autoria
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Tabela 4 — Parametros de relacéo linear entre a atividade antioxidante sobre os radicais ABTS™ e
DPPH' e a concentracgdo do extrato de folhas de oliveira e do padrao trolox

Equacéo de regressédo linear r?
ABTS™
Extrato folhas de oliveira y =2,8858x + 3,8201 0,9969
Trolox y=21911x-1,1631 0,9967
DPPH’
Extrato folhas de oliveira y = 3,2296x + 5,4004 0,9983
Trolox y = 14,232x + 6,8446 0,9837

r?, coeficiente de determinagdo; y, porcentagem de inibigéo do radical; x, concentracio de amostra (pg/mL)
Fonte: Prépria autoria

Os resultados de atividade antioxidante do extrato de folhas de oliveira e do padrdo
trolox, obtidos a partir das analises de ABTS™ e DPPH’, expressos como valores de ICsy se
encontram na Tabela 5. Ja& a capacidade antioxidante do extrato em equivalente de trolox
(TEAC) foi obtida para os ensaios de ABTS™, DPPH’ e FRAP (Tabela 5). Como esperado, 0s
valores de ICsp do trolox sdo significativamente menores que os do extrato (p < 0,001), o que
indica maior capacidade antioxidante do padrdo. Em comparacdo com o padrdo trolox, a
capacidade antioxidante da amostra esta expressa também como TEAC (Tabela 5). Os valores
de TEAC obtidos para o EFO, a partir das diferentes metodologias utilizadas, apresentaram-se
significativamente diferentes (p < 0,01), o que pode ser explicado pelas diferentes
caracteristicas de reacdo e mecanismos envolvidos. Os métodos de determinacdo de atividade
antioxidante sdo extremamente dependentes das condic6es de reacao, dos substratos utilizados
e produtos formados. No entanto, estudos ja demonstraram alta correlacdo entre estas
diferentes metodologias em diversos tipos de amostra (HAYES et al., 2011b; THAIPONG et
al., 2006).

Tabela 5 — Atividades antioxidantes do extrato de folhas de oliveira e do padrao trolox, obtidas nas
analises de FRAP, ABTS"" e DPPH’, expressas como valores de 1Cs; € TEAC

Amostra 1Cs0 (ug/mL) TEAC (mg TE/g extrato seco)

ABTS™ DPPH’ FRAP ABTS™ DPPH’
Extrato folhas de oliveira 16,1+1,2* 138+08" 281,8+228° 1483+151° 2150+7,6°
Trolox 23+01° 30%0,2°

TEAC:Capacidade antioxidante equivalente em trolox; TE: equivalente em trolox. Média + desvio padrdo (EFO: n = 6;
trolox: n = 4). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p < 0,01). Letras
minusculas diferentes na mesma linha representam diferenga significativa (p < 0,01).

Fonte: Prdpria autoria
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A atividade antioxidante de extratos de folhas de oliveira frente as anélises de FRAP e
sobre os radicais ABTS™ e DPPH" ja foi verificada em estudos anteriores (BENAVENTE-
GARCIA et al., 2000; BOUAZIZ; SAYADI, 2005; HAYES et al., 2011b; KIRITSAKIS et
al.,, 2010; ORAK; ISBILIR; YAGAR, 2012). Hayes et al. (2011b), ao estudar extrato
metandlico de folhas de oliveira, obtiveram valor de FRAP de 301 mg TE/g extrato seco,
semelhante ao do presente estudo (281,8 + 22,8 mg TE/g extrato). Além disto, o extrato
obtido pelos autores apresentou valores de TEAC de 379,3 mg TE/g extrato seco e ICsp de
34,58 pg/mL, nas analises de ABTS™ e DPPH’, respectivamente. Por outro lado, valor menor
de I1Cso (1,57 pg/mL) foi observado por Bouaziz e Sayadi (2005) para sequestro de DPPH".
Diferencas observadas nos resultados podem estar relacionadas a diferencas nas metodologias
utilizadas e nos procedimentos de extracdo, que influenciam na quantidade de compostos

fenélicos antioxidantes extraidos.

A capacidade antioxidante de folhas de oliveira é atribuida, principalmente, a presenca
de compostos fendlicos (GOULAS et al., 2010; RAHMANIAN; JAFARI; WANI, 2015;
WANG et al., 2011; XIE et al., 2015a). Diversos compostos fenolicos presentes em folhas de
oliveira ja foram avaliados individualmente e os efeitos antioxidantes foram relacionados a
presenca de grupos funcionais, quantidade e posi¢do de grupos hidroxila em suas estruturas, o
que lhes confere propriedades redox (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000; GOULAS et al.,
2010). Além disto, alguns estudos sugerem que os compostos fendlicos possuem efeito
sinérgico na capacidade antioxidante quando estdo em conjunto, como ocorre em extratos de
folhas de oliveira, quando comparados aos seus efeitos individuais (BENAVENTE-GARCIA
etal., 2000; LEE; LEE, 2010; XIE et al., 2015a).

As andlises de capacidade antioxidante que utilizam radicais sintéticos, como ABTS™
e DPPH’, sdo baseadas estritamente em reacGes quimicas in vitro, e ndo necessariamente
representam os efeitos antioxidantes em sistemas bioldgicos (in vivo), no entanto sugerem sua
efetividade como antioxidantes em geral (HAYES et al., 2011b). Além disto, ha controvérsias
a respeito da aplicacdo destas metodologias, bem como os mecanismos de agédo envolvidos
(SCHAICH; TIAN; XIE, 2015). Desta forma, em conjunto com estas analises, foram
realizados ensaios com espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio que fazem parte dos

processos bioquimicos celulares (O,, HOCI e NO).
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5.2.2 Atividade antioxidante sobre O,", HOCl e NO*

Com relagdo a atividade antioxidante sobre espécies reativas que participam dos
processos bioldgicos, como anion superoxido, &cido hipocloroso e éxido nitrico, h& poucos
estudos realizados com oliveira (folhas ou 6leo) e seus fendlicos na literatura (ORAK;
ISBILIR; YAGAR, 2012; VISIOLI; BELLOMO; GALLLI, 1998; XIE et al., 2015a). Portanto
os resultados obtidos no presente estudo s&o relevantes para o avanco da pesquisa dos efeitos
bioldgicos de folhas de oliveira. O antioxidante acido ascorbico foi utilizado como composto

de referéncia.

5.2.2.1 Atividade antioxidante sobre O,

A capacidade de sequestro de O, foi avaliada por um método ndo enzimatico de
geracgdo do radical, atraves da reacdo entre PMS e NADH, e monitorado pela reducdo de NBT
a um cromdgeno azul. Tanto o extrato como o padrdo acido ascoOrbico apresentaram
capacidade de inibicdo de O, em diferentes concentracdes (Figura 30). E possivel observar
que em ambos os casos, a inibicdo do O, ocorre de maneira dependente da concentracdo da
amostra, no qual, a medida que se aumenta a concentracdo de extrato ou de acido ascérbico,
ha uma maior inibicdo de O,". Os valores médios ajustados a equacgdes lineares (Tabela 6)
apresentaram coeficientes de determinagdo (r’) de 0,9111 e 0,9576 para EFO e &cido
ascorbico, respectivamente. Os valores de 1Csy obtidos para 0 EFO e o acido ascorbico foram
52,6 + 2,1 ug/mL e 59,3 + 9,2 ug/mL, respectivamente, sem diferenca estatistica significativa
entre eles (p > 0,05) (Tabela 7). Porém, a partir de 50 ug/mL, o EFO apresentou maior
inibicdo de O, em comparagdo com o acido ascérbico. Na maior concentracdo estudada (160
ug/mL), o extrato de folhas de oliveira e o acido ascérbico inibiram O, em 76,4 £ 1,7 % e

69,1 £ 1,9 %, respectivamente.
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Figura 30 — Capacidade de inibicdo de anion superoxido em fungdo da concentragdo de extrato de
folhas de oliveira e acido ascorbico
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Barras de erro representam desvio padrdo (extrato folhas de oliveira: n = 6; &cido ascérbico: n = 2).
Fonte: Prdpria autoria

Tabela 6 — Parametros de relacdo linear entre a atividade antioxidante sobre as espécies reativas O,
HOCI e NO"e a concentracdo do extrato de folhas de oliveira e do padréo acido ascorbico

Equacao de regressao linear r?

0,

Extrato folhas de oliveira y = 0,8339x + 5,4953 0,9111
Acido ascorbico y =0,3167x + 31,024 0,9576
HOCI

Extrato folhas de oliveira y =0,0487x + 15,273 0,9182
Acido ascorbico y=1,134x + 19,011 0,9432
NO’

Extrato folhas de oliveira y =0,1411x + 39,451 0,7564
Acido ascorbico y =0,2137x + 36,028 0,9247

0,", anion superéxido; HOCI, 4cido hipocloroso; NO', 6xido nitrico; r?, coeficiente de determinacdo; y, porcentagem de
inibi¢do da espécie reativa; X, concentragdo de amostra (ng/mL)
Fonte: Prépria autoria
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Tabela 7 — Valores de 1Cs, (ug/mL) relativos a atividade antioxidante sobre espécies reativas (anion
superoxido, &cido hipocloroso e éxido nitrico) por extrato de folhas de oliveira e acido ascérbico

Extrato folhas oliveira Acido Ascérbico
Anion superéxido (O,™) 52,6 +2,1%® 59,3 + 9,22
Acido hipocloroso (HOCI) 714,1 + 31,4 273+13
Oxido nitrico (NO") 48,4 + 6,8%° 43,9 + 8,8%®

Média + desvio padrdo (extrato folhas de oliveira: n = 6; acido ascérbico: n = 3-5). Letras minusculas diferentes na mesma
linha representam diferenga significativa (p < 0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna representam diferenca
significativa (p < 0,05).

Fonte: Prépria autoria

Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia do efeito antioxidante do extrato de
folhas de oliveira sobre a espécie bioldgica O,", com efeitos comparaveis aos do padrao acido
ascorbico. Em estudo anterior de atividade sequestradora de anion superdéxido por extratos
aquosos de folhas de oliveira de diferentes cultivares, os autores obtiveram valores de ICs
entre 44 e 386 pg/mL (ORAK; ISBILIR; YAGAR, 2012). Devido a diferentes metodologias
utilizadas, valores de 1Csy para acido ascérbico na literatura variam de 18 a 700 ug/mL
(GEETHA et al., 2004; GOVINDAN; MUTHUKRISHNAN, 2013; LI; ZHANG; MA, 2011,
SHUKLA et al., 2012). Ja foi relatado que a atividade antioxidante sobre anion superoxido
pode ser devido a acdo de grupos hidroxilas livres presentes nos compostos fendlicos
(GOVINDAN; MUTHUKRISHNAN, 2013).

O radical anion superéxido é formado enzimaticamente e/ou quimicamente nos
sistemas bioldgicos, sendo um subproduto da respiracdo mitocondrial, e em fagdcitos,
produzido pela enzima NAPH oxidase para combater agentes patogénicos (LU et al., 2010).
Apesar de ndo ser tdo reativo a biomoléculas, o O, é um importante precursor de outras
especies reativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H.0O,), radical hidroxil e
peroxinitrito, que sdo potentes agentes oxidantes e, quando em quantidades elevadas, podem
causar sérios danos celulares (DROGE, 2002; HALLIWELL, 1996). Além disto, estas
especies reativas estdo relacionadas a varias doencas, como cancer, doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares e envelhecimento (FINKEL; HOLBROOK, 2000;
VALKO et al., 2007). Desta forma, o equilibrio destas espécies reativas, principalmente do

precursor O, nos sistemas bioquimicos celulares, é muito importante.
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5.2.2.2 Atividade antioxidante sobre HOCI

A capacidade de sequestro de HOCI foi avaliada espectrofotometricamente pela
oxidacdo de TNB a DTNB por HOCI presente no meio. O extrato, em diferentes
concentragOes, apresentou atividade sequestradora de HOCI, porém em todas as
concentragOes estudadas o efeito foi menor em comparagdo com o padrdo acido ascérbico
(Figura 31). Na concentracdo de 1400 ug/mL o EFO e o acido ascérbico inibiram a formacéo
de HOClem 59,1 + 1,8 % e 96,7 £ 0,4 %, respectivamente. O efeito antioxidante sobre HOCI
apresentou-se dependente da quantidade de EFO em todas as concentrac@es estudadas (100 a
1400 pg/mL). O acido ascérbico também apresentou efeito dependente da concentracéo até
aproximadamente 100 ug/mL, porém, em concentracGes a partir de 150 pug/mL, o efeito sobre
HOCI permaneceu igual, mesmo com o aumento de até 10 vezes na concentracdo deste acido.
Considerando as faixas de aumento da inibicdo de HOCI com a concentracdo, os valores
médios ajustados a equacdes lineares (Tabela 6) apresentaram coeficientes de determinagdo
(r) de 0,9183 e 0,9432 para EFO e 4cido ascorbico, respectivamente. O valor de 1Cso
referente ao EFO foi significativamente maior (p<0,001) que do acido ascorbico, sendo 714,1
+ 31,4 ng/mL e 27,3 + 1,3 pug/mL, respectivamente (Tabela 7). Observa-se desta forma, que

em comparagdo com o padrdo, o EFO possui baixa capacidade antioxidante sobre HOCI.

Figura 31 — Capacidade de inibicao de &cido hipocloroso em funcdo da concentracdo de extrato de
folhas de oliveira e &cido ascorbico
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Barras de erro representam desvio padrao (extrato folhas de oliveira: n = 6; &cido ascérbico: n = 3).
Fonte: Prdpria autoria
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N&o ha registros na literatura de atividade antioxidante de extrato de folhas de oliveira
sobre HOCI, porém, os resultados obtidos neste estudo sdo coerentes com estudos anteriores
que verificaram que os principais polifenois da oliveira, oleuropeina e hidroxitirosol, possuem
baixa capacidade de sequestro de HOCI (CZERWINSKA; KISS; NARUSZEWICZ, 2012,
RIETJENS; BAST; HAENEN, 2007; VISIOLI; BELLOMO; GALLI, 1998). Com relacdo ao
acido ascorbico, Hazra, Biswas e Mandal (2008) verificaram ICsy de 236 ug/mL, valor que

indica um menor efeito antioxidante do que o observado no presente estudo.

HOCI é um potente oxidante e principal bactericida produzido in vivo, em processos
fagocitarios, pela enzima mieloperoxidase em neutréfilos (OMAR, 2010). Por ser um forte
oxidante, é também bastante reativo com varios substratos bioldgicos, e seu excesso pode
causar danos celulares, principalmente em proteinas, incluindo inativacdo de enzimas
(FLORIANO-SANCHEZ et al., 2006; OMAR, 2010). Portanto, HOCI pode exercer tanto
efeitos benéficos como toxicos in vivo (FLORIANO-SANCHEZ et al., 2006).

5.2.2.3 Atividade antioxidante sobre NO’

A capacidade de sequestro de NO" foi avaliada indiretamente pela formacdo de ion
nitrito a partir da interacdo de NO" com oxigénio. Um extrato antioxidante inibe a formacéo
de nitrito pela competicéo direta pelo oxigénio na reacdo com 6xido nitrico. O NO' foi gerado
por decomposicdo espontdnea de nitroprussiato de sodio em condicBes fisioldgicas. A
formacédo de nitrito durante 3 horas de incubacdo com diferentes concentracGes de EFO esta
apresentada na Figura 32. Observa-se que, durante o periodo de incubacdo, a formacéo de
nitrito foi reduzida na presenca de diferentes concentragdes de EFO, o que indica atividade
sequestradora de 6xido nitrico pelo extrato.
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Figura 32 — Formacéo de nitrito por decomposicao de nitroprussiato de sodio em funcdo do tempo de
incubacdo na auséncia (controle) e presenca de diferentes concentrac@es de extrato de folhas de
oliveira
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Barras de erro representam desvio padrdo (n = 6). Diferenca significativa em relacéo ao ensaio controle: *p< 0,05; **p< 0,01
(Teste t).
Fonte: Prdpria autoria

As porcentagens de inibicdo de oxido nitrico pelo extrato de folhas de oliveira e pelo
acido ascorbico, em 2 horas de incubacgdo, estdo apresentadas na Figura 33. Em todas as
concentragdes estudadas (10 a 200 ug/mL), tanto o EFO como o &cido ascorbico apesentaram
capacidade de inibicdo de NO'. Na concentracdo maxima estudada (200 ug/mL) o EFO e o
acido ascorbico inibiram a formacdo de NO' em 625 + 6,7 % e 80,0 = 2,6 %,
respectivamente. De maneira geral tanto o extrato como o acido ascérbico apresentaram perfis
de inibicdo semelhantes. Na maioria das concentracbes estudadas, um aumento na
concentracédo de extrato ndo causou aumento significativo na inibi¢do do radical, o que indica
que o EFO néo apresentou efeito dependente da concentragdo. A mesma caracteristica ocorreu
com o acido ascorbico, com excecdo das concentragcdes 140 e 200 ug/mL, que causaram
aumento na inibicdo de NO' (p < 0,05). Devido a esta baixa dependéncia da inibicdo de NO*
com a concentracdo, os valores médios ajustados a equacdes lineares (Tabela 6) apresentaram
coeficientes de determinacdo (r’) menores que as demais analises, de 0,7564 e 0,9247 para
EFO e acido ascorbico, respectivamente. Os valores de 1Csy estimados para EFO e &cido
ascorbico foram 48,4 + 6,8 pug/mL e 43,9 + 8,8 pg/mL, respectivamente, sem diferenca

significativa entre eles (p > 0,05) (Tabela 7).
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Figura 33 — Capacidade de inibicdo de 6xido nitrico em fungdo da concentracdo de extrato de folhas
de oliveira e acido ascérbico
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Barras de erro representam desvio padrdo (extrato folhas de oliveira: n = 6; acido ascorbico: n = 5).
Fonte: Prdpria autoria

N&o ha registros na literatura de efeito sequestrador de extratos de folhas de oliveira
sobre NO’, porém existem estudos a nivel celular e in vivo que verificaram potencial benéfico
das folhas de oliveira, como reducdo da pressdo arterial, propriedades anti-inflamatérias e
inibicdo de complicacOes diabéticas, e os relacionaram aos efeitos sobre a producdo de NO' e
seus niveis celulares (CABRERA-VIQUE et al., 2015; CVJETICANIN et al., 2010;
NEKOOEIAN et al., 2011; PARK et al., 2013; VISIOLI et al., 2002; ZASLAVER et al.,
2005).

A maioria dos estudos relacionados a atividade antioxidante de oliveira sobre NO°
normalmente envolvem diretamente os compostos fendlicos de sua composicdo. Em estudos
anteriores foi observado que 5 a 50 uM de oleuropeina inibem aproximadamente 100 % de
NO’ (CZERWINSKA; KISS; NARUSZEWICZ, 2012), e 100 uM de hidroxitirosol inibe 61,3
% de NO° (AMMENDOLA et al., 2011). De La Puerta et al. (2001) observaram em seus
estudos que os compostos fenolicos oleuropeina, hidroxitirosol e &cido cafeico, presentes em
6leo de oliva, nas concentragdes de 5 a 75 uM, possuem efeito sequestrador de NO', enquanto
que o fendlico tirosol ndo apresentou efeito nas mesmas concentragdes. J& Franco et al. (2014)
avaliaram dleo de sete variedades de oliveira, a 400 ug/mL, e observaram diferentes valores
de inibicdo de NO" (24,1 a 42,2 %).
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Conforti et al. (2011) avaliaram a atividade sequestradora de 6xido nitrico de 18
diferentes espécies de plantas normalmente consumidas no sul da Italia e obtiveram valores de
ICs0 entre 51 e 604 ug/mL. Desta forma, os valores de 1Cs obtidos no presente estudo para
folhas de oliveira sdo compardveis aos obtidos para as plantas com maior atividade, o que
sugere que EFO apresentou boa atividade sequestradora de NO'. Shukla et al. (2012)
observaram um ICsq de 66 ug/mL para acido ascorbico, valor préximo ao obtido no presente

estudo.

A producdo enddgena de Oxido nitrico ocorre por enzimas Oxido nitrico sintetases.
Esta espécie reativa de nitrogénio possui tempo de vida muito curto, da ordem de segundos, e
a principal via de metabolismo € sua oxidacdo gradual para nitrito e nitrato, que possuem
maior tempo de estabilidade (BRYAN; GRISHAM, 2007; CHISTE et al., 2012; STAMLER;
SINGEL; LOSCALZO, 1992). A producdo de NO esta envolvida em varios processos
fisiologicos in vivo, incluindo regulacdo da pressdo sanguinea, neurotransmissdo e resposta
imunoldgica, atuando como agente vasodilatador, antimicrobiano e anticancer, entre outros
(AMMENDOLA et al., 2011; BRYAN; GRISHAM, 2007; CABRERA-VIQUE et al., 2015).
Porém, niveis sustentados de producdo de NO' possuem efeito citotoxico, podendo causar
danos teciduais, e estdo associados a diversas condicGes patolégicas, como doencas
neurodegenerativas, diabetes, doenca arterial coronariana, entre outras (LIU; HOTCHKISS,
1995; YEN; LAI; CHOU, 2001). Os danos devidos ao excesso de NO™ podem ocorrer pela
sua reacdo direta com biomoléculas ou, principalmente, pela sua combinacdo com anion
superoxido, formando anion peroxinitrito, uma espécie altamente reativa e citotoxica
(BRYAN; GRISHAM, 2007; GULCIN, 2012; STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992).
Desta forma, o efeito sequestrador de O, e NO por extrato de folhas de oliveira, obtido

neste estudo, sugere que a formacgdo do metab6lito ONOO™ é também inibida.

A Tabela 7 apresenta um comparativo entre os valores de ICsy obtidos para EFO e
acido ascorbico frente a atividade antioxidante sobre as diferentes espécies reativas bioldgicas
estudadas. O EFO apresentou maior efeito sequestrador sobre NO" e O, em comparagdo com
HOCI (p < 0,05). Ja o acido ascorbico apresentou melhor atividade antioxidante sobre HOCI,
seguido de NO' e O, (p < 0,05). Estes resultados mostram as variagdes existentes no
potencial antioxidante de diferentes sistemas e compostos, uma vez que diversos mecanismos

de acdo podem estar envolvidos.
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Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia os efeitos antioxidantes
de folhas de oliveira sobre estas ERO O,", HOCI e NO’ de muita importancia nos sistemas
biologicos. A atividade antioxidante de EFO observada neste estudo sugere que folhas de
oliveira tém efeito na prevengdo de estresse oxidativo em sistemas vivos. Esta atividade
antioxidante pode ser, em parte, responsavel por alguns efeitos medicinais das folhas de
oliveira, relacionados a geracéo de radicais livres, como antiviral, antibacteriano, antioxidante
e anti-inflamatério, uma vez que producdes excessivas de O,, HOCI e NO’ estdo envolvidas

em diversas patologias.

5.3 AVALIACAO DE EFEITO PROTETOR SOBRE DANOS OXIDATIVOS
INDUZIDOS POR RADICAL LIVRE EM ERITROCITOS HUMANQOS

O efeito protetor do extrato de folhas de oliveira sobre danos oxidativos em eritrdcitos
humanos foi avaliado pela inducdo de tais danos por radicais peroxil (ROO") gerados na
decomposicéo de AAPH.

5.3.1 Efeito sobre hemolise

A hemolise é a quebra das hemacias (globulos vermelhos), por rompimento da
membrana plasmatica, resultando na liberacdo de hemoglobina (VALLADA, 1997). Os
radicais peroxil gerados na decomposi¢do de AAPH atacam os componentes das membranas
dos eritrocitos, como proteinas e lipidios, causando alteragdes na estrutura e funcdo da
membrana, podendo causar hemolise (REDDY et al., 2007; ZOU; AGAR; JONES, 2001).

A incubacdo com AAPH (5 mM) induziu a hemolise dos eritrocitos de maneira
dependente do tempo de exposicdo, provocando até 40,3 + 7,1 % de hemdlise em 6 horas de
incubacdo (Figura 34). A hemdlise dos eritrdcitos induzida por AAPH foi inibida na presenca
de extrato (Figura 34A) e &cido ascorbico (Figura 34B) durante o tempo de incubacéo.
Quando utilizados na concentracdo de 5 ug/mL, o acido ascorbico e o extrato ndo reduziram
significativamente a hemdlise a partir de 4 e 5 horas de incubacdo, respectivamente (p >
0,05). A incubagdo de eritrocitos com EFO na auséncia de AAPH ndo causou hemdlise
durante as 6 horas de reacdo, o que indica que o extrato ndo causa dano hemolitico em

eritrocitos (resultado nao apresentado).
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Figura 34 — Hemolise induzida por AAPH (5 mM) em eritrocitos humanos (1 % hematdcrito) durante
0 periodo de incubacgdo na presenca de (A) extrato de folhas de oliveira (EFO) e (B) acido ascérbico
(AA)
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Barras de erro representam desvio padrdo (EFO: n = 5; AA: n = 3). Diferenca significativa em relagdo ao ensaio AAPH: * p <
0,05; ** p < 0,01 (Teste t).
Fonte: Prdpria autoria

Considerando 4 horas de incubacéo, a inibicdo da hemolise induzida por AAPH pelo
extrato e 4cido ascorbico em diferentes concentragdes esta apresentada na Figura 35. E
possivel observar que tanto o extrato como o acido ascorbico reduziram a hemolise dos
eritrocitos, de maneira dependente da concentragdo até 15 pug/mL. Considerando as faixas de
aumento da inibicdo de hemolise com a concentracdo, os valores médios ajustados a equacdes
lineares (Tabela 8) apresentaram coeficientes de determinacéo (r?) de 0,9600 e 0,9434 para

EFO e &cido ascorbico, respectivamente. Os valores de ICsy obtidos para EFO e é&cido
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ascorbico foram 7,8 £ 1,1 ug/mL e 57 = 1,5 ug/mL, respectivamente, sem diferenca
estatistica significativa entre eles (p > 0,05). Os resultados sugerem que, nas condicGes
utilizadas neste estudo, EFO em baixas concentra¢des possuem relevante efeito protetor sobre
hemdlise induzida por AAPH em eritrocitos humanos, similarmente ao padrdo acido

ascorbico, o que indica forte potencial antioxidante do extrato nos sistemas biologicos.

Figura 35 — Inibi¢do de hemdlise induzida por AAPH (5 mM) em eritrocitos humanos (1 %
hematocrito), em 4 horas de reacdo, em funcéo da concentracdo de extrato de folhas de oliveira e acido
ascorbico
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Barras de erro representam desvio padrdo (extrato folhas de oliveira: n = 5; &cido ascérbico: n = 3).
Fonte: Prépria autoria

Tabela 8 — Pardmetros de relacéo linear entre a inibi¢do de hemdlise em eritrécitos humanos em
fungdo da concentracdo de extrato de folhas de oliveira e acido ascorbico

Equacéo de regressdo linear r?
Extrato folhas de oliveira y =4,6057x + 15,518 0,9600
Acido ascorbico y =5,5494x + 11,738 0,9434

r?, coeficiente de determinagdo; y, porcentagem de inibico do respectivo ensaio; x, concentracéo de amostra (ug/mL)
Fonte: Prdpria autoria
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Na avaliagdo de hemdlise dos eritrocitos por microscopia o6ptica (Figura 36),
utilizando a mesma concentracdo e volume de células, foi possivel observar reducdo na
densidade de hemacias quando incubadas na presenca de 10 mM de AAPH (Figura 36B). O
extrato de folhas de oliveira (25 e 50 pg/mL) protegeu as hemacias contra hemdlise induzida
por AAPH, conforme verificado pela maior densidade de hemacias visualizadas (Figura 36C e
D), quando comparadas a incubacdo apenas com AAPH (Figura 36B). Estas observacgdes

estdo de acordo com os resultados do estudo de hemolise, obtidos por espectrofotometria.

Figura 36 — Avaliagdo por microscopia ptica de hemolise em eritrocitos humanos (1 % hematocrito)
apos 4 horas de incubagdo (A) na auséncia de AAPH (Controle); (B) na presenca de AAPH (10 mM);
(C) na presenca de AAPH (10 mM) e EFO (25 pg/mL); (D) na presenca de AAPH (10 mM) e EFO

(50 pg/mL)
A B
C D

Amplia¢do 400x
Fonte: Prdpria autoria

A visualizagdo por MEV dos eritrocitos apds incubagdo na presenca ou auséncia de

AAPH e extrato de folhas de oliveira esta apresentada na Figura 37. Na auséncia de AAPH, as
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hemacias apresentavam-se em sua forma biconcava normal, e visualmente integras (Figura
37A). Ja apo6s incubacdo na presenca de 10 mM de AAPH (Figura 37B) a forma e tamanho
das hemaécias sofreram alteracdes, com varias protuberancias em suas superficies (equinocitos
ou hemacias crenadas) (VALLADA, 1997), devido a oxidacdo por radicais peroxil. Estas
alteragbes morfologicas, provocadas por AAPH, foram inibidas na presenca de extrato de
folhas de oliveira (50 ug/mL) (Figura 37D), uma vez que as hemacias mantiveram sua forma
bicdncava normal, e na presenca de 25 ug/mL de EFO, apenas poucas células apresentaram
ligeira alteracdo conformacional (Figura 37C). Os processos oxidativos, como peroxidacdo
dos lipidios da membrana celular, e oxidacdo das proteinas da membrana, podem causar
formacéo de bolhas e protuberancias, que normalmente ocasionam assimetria da membrana e
alteracdes estruturais nos eritrécitos (ANSARI; ALI; MAHMOOQOD, 2015; DE OLIVEIRA;
SALDANHA, 2010).

Figura 37 — Avaliagdo por microscopia eletronica de varredura (MEV) de hemolise em eritrocitos
humanos (1 % hematdcrito) apos 4 horas de incubagdo (A) na auséncia de AAPH (Controle); (B) na
presenga de AAPH (10 mM); (C) na presenca de AAPH (10 mM) e EFO (25 pg/mL); (D) na presenca
de AAPH (10 mM) e EFO (50 pg/mL)
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Fonte: Prdpria autoria
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H& poucos estudos na literatura de efeito antioxidante de folhas de oliveira em nivel
celular. Ferreira et al. (2007) observaram efeito protetor de extratos de folhas de oliveira sobre
hemolise induzida por AAPH em eritrécitos de carneiro. Os autores relacionaram a inibicao
de hemolise a atividade antioxidante pelo ensaio com DPPH, e sugeriram que 0S mecanismos
de acdo em ambos 0s casos esteja relacionado ao conteudo de fendlicos totais. Estudos
anteriores observaram efeitos protetores dos principais compostos fendlicos presentes na
oliveira e seus metabolitos, sobre hemolise induzida e alteracdes na membrana de eritrocitos
humanos (GONGCALVES, 2013; MANNA et al., 1999; PAIVA-MARTINS et al., 20093,
2010, 2013, 2015; TAGLIAFIERRO et al., 2015).

5.3.2 Efeito sobre peroxidacao lipidica

Eritrocitos sdo bastante susceptiveis a peroxidacao lipidica devido ao alto conteudo de
acidos graxos poli-insaturados presentes em suas membranas (CLEMENS; WALLER, 1987,
MURADOR; DEFFUNE, 2007; PANDEY; RIZVI, 2011). Este processo de peroxidacdo
lipidica pode causar danos na membrana celular eritrocitaria, e tem sido relacionado a
alteracbes morfologicas e funcionais, bem como alteracdo da permeabilidade e perda de
integridade da membrana, podendo levar a disfuncdo do eritrocito (ANSARI; ALLI;
MAHMOOD, 2015; PANDEY; RIZVI, 2011; TESORIERI et al., 2002). Neste estudo, a
peroxidacdo lipidica induzida por AAPH, bem como o efeito protetor do extrato, foi avaliado
pela quantificacdo de substancias reativas ao 4&cido tiobarbitirico, dentre eles o

malondialdeido, um produto carbonilico da peroxidacao lipidica.

Os resultados de TBARS obtidos nos ensaios com eritrdcitos incubados na auséncia ou
presenca de AAPH (50 mM) e de diferentes concentracdes de EFO ou de &cido ascorbico
estdo apresentadas na Figura 38A e 38B, respectivamente. Na presenca de AAPH a
peroxidacdo lipidica aumentou significativamente em relacdo ao controle, de maneira
dependente do tempo de incubacédo, atingindo um teor maximo de TBARS em 3 horas de
incubacdo (1,47 = 0,15 uM), permanecendo constante até 4 horas, perfil semelhante ao
observado por Zou, Agar e Jones (2001). Na presenca de EFO (25 a 250 pg/mL) houve
reducdo na peroxidacgéo lipidica induzida por AAPH, a partir de 2 horas de incubagdo. Em 4
horas de incubacdo, a menor concentracdo de acido ascorbico (25 ug/mL) nédo inibiu a
peroxidacdo lipidica, enquanto que o EFO apresentou efeito protetor em todas as

concentragdes. A Incubacdo de eritrocitos com o extrato de folhas de oliveira na auséncia de
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AAPH apresentou niveis de peroxidacdo lipidica similares ao controle, o que indica que o

extrato, nas condi¢fes do estudo, ndo provoca peroxidacao lipidica nos eritrocitos (resultado
ndo apresentado).

Figura 38 — Peroxidac&o lipidica, representada pelo conteido de TBARS (uM), em eritrdcitos (5 %
hematdcrito) durante 4 horas de exposi¢do ao AAPH (50 mM), em funcédo da concentracdo de extrato
de folhas de oliveira (EFO) e &cido ascérbico (AA)
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Barras de erro representam desvio padrdo (EFO: n = 6; AA: n = 5). Diferenca significativa em relacdo ao ensaio AAPH: * p <
0,05; ** p < 0,01 (Teste t).
Fonte: Prépria autoria
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A inibicdo na formacdo de TBARS nos eritrocitos por EFO e acido ascdrbico em
diferentes concentracdes, apos 3 horas de incubacdo com AAPH (50 mM) esté apresentada na
Figura 39. O extrato inibiu a peroxidacao lipidica nos eritrécitos de maneira dependente da
concentracdo. O padrdo acido ascérbico também inibiu a formacdo de TBARS e, a partir de
50 ug/mL, esta inibicdo foi dependente da concentracdo, com um aumento significativo na
presenca de 250 ug/mL. Até 150 ng/mL o acido ascérbico foi menos eficiente que o EFO. Os
valores médios de inibicdo ajustados a equacdes lineares (Tabela 9) apresentaram coeficientes
de determinacéo (r%) de 0,8573 e 0,9799 para EFO e 4cido ascérbico, respectivamente. O EFO
apresentou ICsq significativamente menor que o acido ascorbico, com valores de 38,0 + 11,7
ug/mL e 137,2 + 24,1 ug/mL, respectivamente (p < 0,01). Para célculo do I1Csy do &cido
ascorbico foram utilizadas também concentragfes entre 150 e 250 pug/mL nos ensaios
(resultados nédo apresentados). Os resultados sugerem que, nas condic¢Ges utilizadas neste
estudo, o extrato de folhas de oliveira possui maior efeito inibidor de peroxidacdo lipidica
induzida por AAPH em eritrocitos humanos que o acido ascorbico, o que indica forte

potencial antioxidante do extrato na prevencdo de danos oxidativos celulares.

Figura 39 — Porcentagem de inibicéo de peroxidacéo lipidica (expressa em TBARS) induzida por
AAPH (50 mM) em eritrdcitos (5 % hematocrito), em 3 horas de reagdo, em funcéo da concentragéo
de extrato de folhas de oliveira e &cido ascorbico.
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Fonte: Prdpria autoria
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Tabela 9 — Pardmetros de relagdo linear entre a inibicdo de peroxidacéo lipidica em eritrdcitos
humanos em fungdo da concentracdo de extrato de folhas de oliveira e acido ascorbico

Equacao de regressao linear r?
Extrato folhas de oliveira y = 0,1655x + 42,576 0,8573
Acido ascorbico y = 0,3823x - 3,7264 0,9799

r2, coeficiente de determinagao; y, porcentagem de inibigao do respectivo ensaio; x, concentragéo de amostra (ug/mL)
Fonte: Prdpria autoria

A peroxidacao dos lipidios das membranas, em conjunto com danos oxidativos as
proteinas das membranas tem sido relacionadas a alteracdes estruturais e morfolégicas nos
eritrécitos (ANSARI; ALI; MAHMOOD, 2015; ZOU; AGAR; JONES, 2001). Portanto, os
resultados obtidos nas andlises bioquimicas de peroxidagdo lipidica confirmam as

observac0es realizadas na analise por MEV.

Manna et al. (1999), verificaram que o hidroxitirosol, importante composto fenédlico da
oliveira, previne peroxidacdo lipidica e hemolise, induzidas por H,O,, em eritrocitos
humanos. Um estudo in vivo observou reducdo no valor de TBARS em figado, coragdo, rins e
aorta de ratos Wistar, apos administracdo oral de extratos de folhas de oliveira ricos em

compostos fenolicos, como oleuropeina e hidroxitirosol (JEMAI et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos nos processos oxidativos induzidos por radicais livres nas
celulas vermelhas do sangue ndo estdo totalmente esclarecidos. Estudos anteriores sugerem
que a ocorréncia de hemdlise, quando eritrocitos sdo expostos a AAPH, é devida a acdo dos
radicais peroxil sobre proteinas da membrana celular e na inducéo da peroxidacdo lipidica da
membrana (SATO et al., 1995; SIMAO et al., 2006; ZOU; AGAR; JONES, 2001). No
entanto, alguns autores verificaram que, antes da ocorréncia de hemdlise induzida por AAPH,
ndo ha peroxidacao lipidica e/ou oxidacdo de hemoglobina significativa em eritrocitos, e
sugerem que o AAPH néo possui habilidade em entrar nos eritrocitos e acessar a hemoglobina
e 0s acidos graxos poli-insaturados localizados na fase citosdlica da membrana (CELEDON et
al., 2001a; 2001b).

Outros estudos demonstraram que o &cido ascorbico é um potente inibidor da acdo de
radicais peroxil e reduz significativamente a hemolise e outros danos oxidativos em eritrocitos
(NIKI, 1991; RAVAL et al., 2013; SATO et al., 1995). No entanto, o extrato de folhas de
oliveira apresentou maior efeito protetor sobre a peroxidacdo lipidica que o acido ascorbico.
Desta forma, os resultados do presente estudo demonstram que o EFO atuou eficientemente

na inibicdo de danos oxidativos induzidos por radicais peroxil em eritrocitos humanos.
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5.3.3 Efeito sobre oxidacao de hemoglobina

A hemoglobina € a principal proteina presente nas células vermelhas do sangue (DE
OLIVEIRA; SALDANHA, 2010; PANDEY; RIZVI, 2011), e em condi¢cdes de estresse
oxidativo, ha um aumento na oxidacdo de hemoglobina, e consequentemente nos niveis de

metHDb, prejudicando as fungdes celulares das hemacias (ARBOS et al., 2008).

A Figura 40 apresenta as concentracdes de metHb ao longo do tempo de incubacéo
dos eritrdcitos na auséncia ou presenca de AAPH (50 mM) e sob diferentes concentracdes de
extrato ou &cido ascorbico. E possivel observar que na presenca de AAPH ocorreu oxidagio
gradual de hemoglobina, com formacdo de metHb, de maneira dependente do tempo de
incubacgéo, atingindo a concentracdo total de metHb de 718,1 + 66,6 uM em 4 horas de
incubacédo. A formacdo de metHb, induzida por AAPH nos eritrécitos, foi inibida na presenca
de diferentes concentracGes de extrato (Figura 40A) e acido ascorbico (Figura 40B) durante o
tempo de incubacdo. Quando utilizados na concentracdo de 50 ug/mL, o &cido ascorbico e
EFO ndo reduziram significativamente a hemdlise a partir de 3 e 4 horas de incubacéo,
respectivamente, comparado ao ensaio na presenca de AAPH (p > 0,05). A incubacdo de
eritrécitos com EFO na auséncia de AAPH ndo apresentou formacdo de metHb, o que indica
gue o extrato ndo provoca oxidacdo de hemoglobina nos eritrocitos (resultado nao
apresentado).

A inibi¢do na formacéo de metHb nos eritrocitos presentes nos ensaios, induzida por
AAPH, em 4 horas de reacdo pelo extrato e &cido ascérbico, em diferentes concentracGes, esta
apresentada na Figura 41. E possivel observar que tanto o EFO como o antioxidante &cido
ascorbico (50 a 250 pg/mL) inibiram a oxidacdo de hemoglobina a meta-hemoglobina de
maneira dependente da concentracdo. Na concentracdo méaxima utilizada (250 pg/mL), o
extrato e 0 acido ascorbico inibiram a formacdo de metHb em 66,6 = 7,5 % e 85,4 + 13,3 %,
respectivamente. Os valores médios ajustados a equacdes lineares (Tabela 10) apresentaram
coeficientes de determinacédo () de 0,9793 e 0,9608 para EFO e 4acido ascorbico,
respectivamente. Os valores de 1Csy obtidos para o extrato e o acido ascérbico foram 186,3 +
29,7 ng/mL e 157,0 £ 34,5 ug/mL, respectivamente, sem diferenca estatistica significativa
entre eles (p > 0,05). Os resultados sugerem que, nas condic¢des deste estudo, EFO possui 0
mesmo efeito protetor que o padréo &cido ascérbico na oxidacdo de hemoglobina induzida por
AAPH em eritrdcitos humanos, 0 que mostra importante potencial antioxidante do extrato na

prevencdo de processos oxidativos celulares. Os resultados obtidos séo coerentes com estudos
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anteriores de Gongalves (2013) e Paiva-Martins et al. (2013), que verificaram que metabolitos
do hidroxitirosol, composto fendlico presente em oliveira, previnem a oxidacdo de

hemoglobina a meta-hemoglobina em eritrécitos humanos, apds indugédo por AAPH.

Figura 40 — Formacg&o de meta-hemoglobina (uM) induzida por AAPH (50 mM) em eritrdcitos
humanos (5 % hematdcrito) em funcéo do tempo de reacdo, na presenca de extrato de folhas de
oliveira (EFO) e &cido ascorbico (AA)
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Barras de erro representam desvio padrdo (EFO: n = 6; AA: n = 3). Diferenca significativa em relacéo ao ensaio AAPH: * p <
0,05; ** p < 0,01 (Teste t).
Fonte: Prdpria autoria
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Figura 41 — Porcentagem de inibicdo de oxidag@o de hemoglobina a meta-hemoglobina induzida por
AAPH (50 mM) em eritrécitos humanos (5 % hematdcrito), em 4 horas de reagdo, em funcéo da
concentracdo de extrato de folhas de oliveira e &cido ascorbico
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Barras de erro representam desvio padréo (extrato folhas de oliveira: n = 6; &cido ascorbico: n = 3).
Fonte: Prdpria autoria

Tabela 10 — Pardmetros de relag&o linear entre a inibicdo de formacdo de meta-hemoglobina em
eritrécitos humanos em funcdo da concentragdo de extrato de folhas de oliveira e &cido ascorbico
2

Equacéo de regressao linear r
Extrato folhas de oliveira y =0,3007x - 6,4954 0,9793
Acido ascorbico y =0,431x - 19,999 0,9608

r2, coeficiente de determinacdo; y, porcentagem de inibicdo do respectivo ensaio; X, concentracéo de amostra (ug/mL)
Fonte: Prdpria autoria

Durante a incubagdo dos eritrocitos com AAPH (50 mM) houve ocorréncia de
hemolise. Desta forma, para melhor compreensdo da acdo antioxidante do extrato sobre a
oxidacdo de hemoglobina, foram também realizadas anélises separadamente no sobrenadante,
para avaliar a oxidacdo da hemoglobina que extravasou do meio celular durante o ensaio; e no
pellet, para verificar a hemoglobina intracelular. Na Tabela 11 estdo os resultados de
concentragdo de meta-hemoglobina e oxi-hemoglobina no ensaio total (sobrenadante +
pellet), somente no sobrenadante e somente no pellet apds 4 horas de incubacdo na auséncia
ou presenca de AAPH (50 mM) e diferentes concentragdes de EFO. Nao houve diferenca
significativa nos valores das concentracGes totais de metHb ou de oxiHb e aqueles obtidos do
somatadrio das concentragdes do sobrenadante e pellet para cada forma da hemoglobina (p <
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0,05). Estes resultados mostram a repetibilidade dos ensaios da oxidagcdo de hemoglobina,
sejam realizados na totalidade ou separadamente no sobrenadante e pellet. Para melhor

visualizacdo, os resultados estdo representados na Figura 42.

Tabela 11 — Formac&o de meta-hemoglobina e oxi-hemoglobina nas hemacias totais, hemacias lisadas
(sobrenadante) e nas hemacias integras (pellet) apds 4 horas de incubacao dos eritrocitos (5 %
hemat6crito) na auséncia ou presenca de AAPH (50 mM)

Concentracao total Sobrenadante Pellet
Condigdo experimental  njetHb OxiHb MetHb OxiHb MetHb OxiHb

(uM) (M) (M) (M) (rM) (M)
Controle 19,6 5,17 956,4 +40,6” 3317 11,9£32" 288172  863,1+36,7
AAPH 718,1 £ 66,6 171,1£38,3 8126 £94,7  189,1£328 251+46 74£22
AAPH +50 ug/mL EFO 683,0 £70,1 250,3+84,3 7295+475  281,4+416 205+75 75+19
AAPH +100 pg/mL EFO 543,77 +117,1"  447,6 +82,2" 561,4+78,7" 371,7+91,7" 16,1+55" 132+36
AAPH +150 pg/mL EFO ~ 406,0£93,2"  612,4+459" 3625+17,6" 387,8+27,0" 324+188  172,9+529"
AAPH +250 pg/mL EFO 207,8+33,5"  712,0 +109,8™ 181+6,1" 41+24" 127,4+31,4™ 6359+639"

MetHb, meta-hemoglobina; OxiHb, 9xi-hemogl*c*>bina; EFO, extrato de folhas de oliveira. Diferenca significativa em relacdo
ao ensaio AAPH, na mesma coluna: p <0,05; p<0,01 (Testet).
Fonte: Prdpria autoria

Na incubacdo controle, ou seja, na auséncia de AAPH e EFO, praticamente toda a
hemoglobina manteve-se dentro das células e na forma de oxi-hemoglobina, o que indica que
ndo houve hemdlise, e também ndo ocorreu oxidacdo significativa de oxi-hemoglobina a
meta-hemoglobina (Figura 42C). Na presenca de AAPH, praticamente toda a concentracdo de
hemoglobina presente foi detectada no exterior das células, ou seja, no sobrenadante, uma vez
que a incubacdo com AAPH provocou hemolise (Figura 42B). Além disto, neste caso,
aproximadamente 80 % da hemoglobina estava na forma de metHb, provavelmente devido a
existéncia de radicais peroxil gerados na decomposicdo de AAPH. Ja na presenca de EFO,
observou-se menores concentracdes de metHb e de hemoglobina total extravasada das células,
dependente da concentracdo de extrato, o que indica que o EFO atuou tanto na inibicdo da
oxidacdo da hemoglobina a meta-hemoglobina como na inibigdo da hemolise (Figura 42B).

A anélise dos eritrocitos integros (pellet), ou seja, ndo hemolisados, permite detectar
efeito protetor do extrato sobre danos pré-hemoliticos, anteriores a ocorréncia de hemolise. A
presenca de 150 e 250 ug/mL de EFO inibe a hemdlise induzida por AAPH em relacéo as
outras concentracdes de extrato (Figura 42C), pois maior concentracdo de hemoglobina no

pellet representa um ndmero maior de células integras.
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Figura 42 — Concentracdo de oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina (A) total (sobrenadante + pellet);
(B) somente sobrenadante e (C) somente pellet ap6s 4 horas de incubagdo dos eritrdcitos (5 %
hematocrito) na auséncia ou presenca de AAPH (50 mM)
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800
600 -
400
200 -
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Controle AAPH AAPH + AAPH+ AAPH + AAPH +
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1000 c

800
600 -
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200 -

0 - [ | [ ==
Controle AAPH AAPH+ AAPH + AAPH + AAPH +
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Barras de erro representam desvio padrao (n = 5).
Fonte: Prdpria autoria
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Para avaliar a oxidacdo de hemoglobina pré-hemdlise, os resultados da Tabela 11
foram corrigidos, com base no contetdo de hemoglobina, e expressos em fun¢do do nimero
de células, considerando que 5% hematécrito equivale aproximadamente a 5,5 x 10° cél/mL
(VALLADA, 1997). Desta forma foi possivel visualizar as quantidades e proporc¢des de
metHb e oxiHb em pmol/10'° células (Figura 43). No ensaio controle, observa-se a
prevaléncia de oxi-hemoglobina em relacdo a forma oxidada meta-hemoglobina, seja no
sobrenadante ou no pellet. Por outro lado, a presenca de AAPH induz a oxidacdo da
hemoglobina tanto no sobrenadante como no pellet, demonstrando a acdo deste oxidante sobre

a oxidacao da oxi-hemoglobina-(Fell) a meta-hemoglobina-(Felll) mesmo no interior celular.

Figura 43 — Concentraco de oxi-hemoglobina e meta-hemoglobina, em pmol/10% células, no (A)
sobrenadante e (B) pellet apds 4 horas de incubacao dos eritrdcitos (5 % hematdcrito) na auséncia ou
presenca de AAPH (50 mM)

H Oxi-hemoglobina W Meta-hemoglobina
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50 pg/mL 100 pg/mL 150 ug/mL 250 pg/mL

Concentragdo (umol/10%° cél)

Barras de erro representam desvio padrdo (n = 5). Diferenca significativa em relacdo ao ensaio AAPH: * p < 0,05; ** p <
0,01 (Teste t).

Fonte: Prdpria autoria
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Os resultados apresentados na Figura 43B mostram que houve oxidagdo pré-
hemolitica de hemoglobina. Ao contrario do presente estudo, Simdo et al. (2006) ndo
observou formacéo de metHb nas células integras ap6s 4 horas de incubacdo com AAPH (5
mM), e sugeriu que a oxidacdo de hemoglobina ndo parece fazer parte dos danos pré-
hemoliticos em eritrdcitos. Esta diferenca de resultados pode estar relacionada com a menor
concentracdo de AAPH utilizada (5 mM) em comparacdo com o presente estudo (50 mM). Os
resultados mostram que o EFO (100 e 150 pg/mL) protegeu a oxidacdo de hemoglobina no
meio extracelular (sobrenadante), e também aquela no interior do eritrocito (Figura 43A e
43B). Porém, o extrato na concentracdo de 250 ug/mL, ndo protegeu os efeitos oxidativos do
AAPH sobre a hemoglobina no meio extracelular (Figura 43A); mas, no entanto, o extrato
nesta concentracdo evitou a oxidacdo da proteina dentro da célula (Figura 43B).

Apesar da concentracdo de AAPH ser a mesma em todos os ensaios (50 mM), a
relacdo entre AAPH e quantidade de hemoglobina no sobrenadante varia em fungdo da
concentracdo de extrato, pois a porcentagem de hemdlise é dependente de EFO. A
concentracdo de hemoglobina é aproximadamente 1000 uM no sobrenadante dos ensaios com
AAPH na auséncia de extrato. Entretanto, quando na presenca de 50, 100, 150 e 250 ug/mL
de EFO a concentragcdo de hemoglobina é 984, 988, 747 e 21 uM, respectivamente. Desta
forma, a razdo entre as concentracbes de AAPH:hemoglobina do sobrenadante nos ensaios
foram 0,05:1, 0,05:1, 0,05:1, 0,07:1 e 2,3:1, na presenca de somente AAPH ou AAPH mais
EFO nas concentragdes de 50, 100, 150 e 250 ug/mL, respectivamente. Portanto, observa-se
que para todos 0s ensaios, exceto para aquele contendo 250 pug/mL de EFO, a relagdo foi de
aproximadamente 0,05 de AAPH para cada unidade de hemoglobina. Na presenca de 250
ug/mL de extrato, a relacdo AAPH:hemoglobina foi de 2,3:1, ou seja, a hemoglobina do
sobrenadante estava exposta a maior concentracdo de AAPH, proporcionalmente, o que pode
explicar o fato do extrato nesta concentragao néo ter protegido a oxidacgao de oxi-hemoglobina
a meta-hemoglobina (Figura 43A).

Em estudos anteriores com modelos de membranas fosfolipidicas, alguns autores
avaliaram a interagdo de compostos fenodlicos nas membranas, e observaram que a
oleuropeina pode atravessar a membrana e atuar como antioxidante no interior da mesma, ou
seja, no meio intracelular, enquanto que o hidroxitirosol atuaria proximo a superficie das
membranas (SAIJA et al., 1998; SAIJA; UCCELLA, 2001). Ao contrario, em estudos mais

recentes, outros autores propuseram uma localizacdo superficial da oleuropeina nas
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membranas de bicamada fosfolipidica, onde este composto teria um papel efetivo como
antioxidante (PAIVA-MARTINS; GORDON; GAMEIRO, 2003; CATURLA et al., 2005).

Com relacdo ao processo de inducdo da formacdo de meta-hemoglobina no interior
celular pelo AAPH e a protecdo deste efeito pelo extrato, cabe ressaltar que de alguma forma,
os radicais peroxil provenientes do AAPH acessaram a hemoglobina intracelular ou
provocaram alteragdes que atingiram a hemoglobina intracelular, causando a oxidacdo do
Fe(Il) dessa proteina. Assim, os antioxidantes presentes no extrato de folhas de oliveira
neutralizaram os efeitos deletérios do AAPH sobre o eritrocito. Porém, estudos sugerem que
os radicais peroxil gerados na decomposicdo de AAPH ndo sdo capazes de promover
oxidacdo significativa na hemoglobina intracelular devido a sua baixa habilidade de
penetracdo nos eritrocitos (CELEDON et al., 2001a; 2001b). Outra possivel explicacdo pode
estar relacionada ao processo de auto-oxidacdo da hemoglobina a meta-hemoglobina, que
ocorre naturalmente nos eritrécitos (WINTERBOURN, 1990), sendo este processo

exacerbado pela presenca do oxidante.

Neste estudo, para analise de oxidacdo de hemoglobina e peroxidacao lipidica foram
usadas concentracdes 10 vezes maiores de AAPH (50 mM) em relacdo ao ensaio de hemolise
(5 mM), para ser possivel quantificar espectrofotometricamente os danos oxidativos. Portanto,
menores concentracdes de AAPH sdo capazes de induzir hemdlise em eritrdcitos, mas néo

foram suficientes para avaliar a indugdo de peroxidacdo lipidica e oxidacdo de hemoglobina.

N&o ha registros na literatura de efeito protetor de extratos de folhas de oliveira sobre
os diversos danos oxidativos induzidos em eritrocitos humanos, avaliados no presente estudo.
Portanto, os resultados obtidos representam uma importante contribuicdo para a avaliagéo do
potencial antioxidante deste produto natural, bem como para o melhor entendimento dos
mecanismos de acdo envolvidos nos sistemas bioldgicos. Além disto, os resultados obtidos
podem colaborar para uma maior compreensdo de estudos realizados in vivo com extratos de

folhas de oliveira.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam que extratos de folhas de oliveira (Olea europaea L.)
sdo importantes fontes de antioxidantes naturais, como compostos fendlicos e flavonoides, e
possuem efetiva atividade antioxidante frente a diferentes metodologias utilizadas. Uma vez
que inibem a acdo de espécies reativas que participam dos processos bioquimicos celulares
(O,", HOCI e NO), e protegem eritrécitos humanos contra danos oxidativos (hemolise,
alteracdes morfoldgicas, peroxidacéo lipidica e oxidacdo de hemoglobina), extratos de folhas
de oliveira possuem efetiva atividade antioxidante também em sistemas bioldgicos, sugerindo
que sua ingestdo pode estar relacionada com a prevencgdo de estresse oxidativo in vivo, com
consequentes beneficios a satde. Além disto, extratos de folhas de oliveira tém potencial para
ser utilizado como antioxidante natural na preservacdo de produtos alimenticios,
medicamentos e cosméticos, nos quais reacfes em cadeia mediadas por radicais livres

resultam em oxidacéo lipidica e subsequente deterioragdo.

No entanto, 0os compostos responsaveis pelos efeitos antioxidantes de extratos de
folhas de oliveira ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Portanto, sdo necessarios estudos
complementares para isolamento e identificacdo dos compostos ativos nos extratos e sua
eficiéncia. Além disto, mais estudos in vivo devem ser realizados para confirmacdo dos

resultados obtidos até o momento.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O Sr. (sra.) estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Atividade
antioxidante de exiratos de plantas — ensaios quimicos e em sistemas bioldgicos in vitro”, de

responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Mariza Pires de Melo.

Esta pesquisa pretende avaliar a capacidade antfioxidante de exiratos de plantas (horteld,
orégano, alecrim e oliveira) por diferentes metodologias analiticas in vitro e diretamente em células de
sangue humano (eritrécitos), utilizados como modelos experimentais. Espera-se com este estudo
identificar efeito antioxidante destas plantas em processos bioquimicos celulares, sugerindo que sua

ingestdo pode ser benéfica a salde, dada sua agdo antioxidante em sistemas bioldgicos.

Sua participacdo nesta pesquisa consistird na doacdo de sangue venoso, sem que o sr. (sra.)
receba nenhum fipo de fratamento ou intervencdo. As coletas de sangue serdo realizadas por
profissional habilitado na Unidade Bdsica de Saude (UBAS) do campus de Pirassununga da
Universidade de Sdo Paulo. Serd realizada uma coleta de 10 mL de sangue quinzenalmente, durante 1

ano.

Ndo hda riscos previsiveis associados & sua participacdo nesta pesquisa, uma vez que apenas

serd realizada coleta de sangue, sem que haja nenhum tipo de tratamento ou intervencdo.

Durante todo o periodo da pesquisa, o sr. (sra) tem o direito de tirar qualquer duvida ou pedir
qgualquer outro esclarecimento, bastando para isto enfrar em contato com a pesquisadora

responsdvel ou com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FZEA/USP.

O sr. (sra.) tem o direito de ndo aceitar participar ou de refirar sua permissédo, a qualquer

momento, sem nenhum prejuizo ou retaliacdo, pela sua decisdo.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais, e serdo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntdrios, a ndo ser entre os responsdveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. O sangue coletado serd devidamente
descartado imediatamente apds a realizacdo das andlises laboratoriais, sem que haja depdsito ou

armazenamento deste material.

O sr. (sra.) ndo terd nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem como nada

serd pago por sua participacdo.

Apds estes esclarecimentos solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar

desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:
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Autorizagao

Eu, , anos, RG , apds leitura deste

documento e ter tido a oportunidade de conversar com a pesquisadora responsdvel, para esclarecer
todas as minhas duvidas, acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha
participacdo é voluntdria e que posso retirar este consentimento a qualguer momento sem
penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, dos
procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos ou riscos deles provenientes e da
garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto, expresso

minha concorddncia de espontdnea vontade em participar deste estudo.

Pirassununga, de de

Assinatura do voluntdrio

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste voluntdrio para participacdo neste estudo.

Pirassununga, de de

Assinatura da pesquisadora responsdvel

Dados da pesquisadora responsdvel

Profa. Dra. Mariza Pires de Melo

Departamento de Ciéncias Bdsicas

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos

Universidade de Sdo Paulo

Av. Dugue de Caxias Norte, 225 — CEP13635-000 — Pirassununga/SP
(19) 3565-4276 /| mpmelo@usp.br

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FZEA/USP
Av. Dugue de Caxias Norte, 225 — CEP13635-000 — Pirassununga/SP
(19) 3565-4299 / apoiofzea@usp.br
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ANEXO — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
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Apresentagio do Projeto:

Este estudo sera desenvolvido para avaliar a capacidade antioxidante de extratos de folhas de plantas
(harteld, orégano, alecrim e oliveira) e seus efeitos em sistemas bioldgicos, por diferentes metodologias
analiticas in vitro e em nivel celular (in situ). Espera-se que os extratos vegetais em estudo apresentem
capacidade antioxidante tanto in vitro como in situ, sugerindo que a ingestdo de alimentos contendo estes
compostos antioxidantes pode ser benéfica a salde, uma vez que estes atuariam também como

antioxidantes em sistemas bioldgicos.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo do presente projeto sera avaliar a capacidade antioxidante de extratos de plantas (hortel3,

orégano, alecrim e oliveira), por diferentes metodologias analiticas in vitro e in situ.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Considero ndo haver riscos aos voluntarios, uma vez gque sera realizada somente a coleta de sangue
venoso de trés pessoas sadias e ndo fumantes, sem que estas pessoas tenham recebido nenhum tipo de
tratamento ou intervencdo. As coletas de sangue serdo realizadas por profissional habilitado na Unidade
Basica de Saude (UBAS) do campus de Pirassununga da Universidade de Sao Paulo (USP). Serao

realizadas no total 24 coletas de sangue de cada pessoa, em um periodo total

Endere¢o: Avenida Duque de Caxias Norte, 225

Bairro: Campus Universitario da USP CEP: 13.635-900
UF: 3P Municipio: PIRASSUNUNGA
Telefone: (19)3565-4209 Fax: (19)3565-4114 E-mail: ghelena@usp.br
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FACULDADE DE ZOOTECNIA E
ENGENHARIA DE ALIMENTQOS
DA USP

Conlinuacis do Parecer: 493 382

de um ano (1 coleta quinzenalmente)

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesquisa trala de um assunto de grande relevancia, que pode contribuir de forma positiva para salde
humana. Espera-se que os extratos vegetais em estudo apresentem capacidade antioxidante, sugerindo
que a ingeslao de alimentos contendo estes compostos antioxidantes possa ser benéfica a saltde, uma vez

que estes atuariam também como antioxidantes em sistemas bioldgicos.

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigataria:
Todos os termos estdo em conformidade.

Recomendacgdes:
Recomendo a aprovagdo do presente projeto de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Q projeto esta apresentado de forma clara e objetiva, com coeréncia e sem restricdo ética.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Ndo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

0 CEP-FZEA aprova o projeto em guesto por unanimidade de votos,

PIRASSUNUNGA, 13 de Dezembro de 2013

o e o
P i,:‘fi, oy § R L e,
s A
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{Coordenador)
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