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BORGHI, Fernanda Belicanta. Obtencédo e avaliacdo de extrato padronizado de folhas de
Nectandra falcifolia (Nees) Castioglioni (Lauraceae) com atividade antioxidante. 2013.
47f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2013.

RESUMO

A espécie vegetal Nectandra falcifolia (Nees) Castioglioni (Lauraceae), popularmente
conhecida como canelinha, possui flavonoides e neolignanas na sua composi¢ao. Flavonoides
sdo substancias fenolicas conhecidas por sua atividade antioxidante, propriedade de grande
interesse no controle do estresse oxidativo. Para o desenvolvimento de um extrato com alta
capacidade antioxidante, devem ser testadas diferentes condi¢des extrativas a fim de se obter
o melhor resultado. Para isso, delineamentos estatisticos experimentais vém sendo aplicado
com sucesso, ¢ entre as ferramentas o delineamento fatorial . Sendo assim, esse trabalho teve
como objetivo estudar a melhor condi¢do extrativa para folhas de Nectandra falcifolia de
modo a obter um extrato com alta capacidade antioxidante. Foram empregados dois
planejamentos experimentais sequenciais: o fatorial 2° ¢ o composto central 2°. Para o
primeiro foram definidas as varidveis tempo de extracdo (TE), teor de alcodlico (TA) e
proporg¢do planta:solvente (PROP). Para o segundo planejamento foram tempo de extracdo
(TE) e propor¢ao planta:solvente em dois niveis e adicdo de pontos axiais, sendo o teor de
alcoolico (TA) fixado em 100%. Todos os extratos foram quantificados quanto aos teores de
fenolicos totais e atividade antioxidante por DPPH. Os resultados para o planejamento fatorial
2° mostrou que a melhor extracdo para atividade antioxidante (AO) foi o extrato produzido
nas condig¢des TE 72 horas, TA 100% e PROP 1:20 p / p e para fendlicos totais (FT) foi TE
72 h, TA 100% e PROP 1:10 p / p. A partir desses resultados foi feito um novo planejamento,
composto central 2% , que mostrou que o melhor extrato para FT foi o de TE 82 h e PROP
1:08 p/p, para AO foi o de t> 72 h e prop < 1:10. O extrato foi padronizado de acordo com o
melhor resultado antioxidante e teor de fendlicos totais e estes foram analisado quanto a
capacidade antioxidante por dois outros métodos, o método do ABTS e o do Burst
respiratorio. Os dados mostraram que a AO para ABTS ¢ semelhante a obtida pelo DPPH,
confirmando sua agdo e foi positiva também no teste do burst respiratério, que € uma técnica
desenvolvida em ambiente celular. O extrato foi caracterizado por espectroscopia fotoacustica
e sugere a presenca de flavonoides, possivelmente os compostos responsaveis pela AO.
Portanto o extrato também foi avaliado quanto ao teor de flavonoides. Sendo assim, o extrato
padronizado de N. falcifolia foi capaz de exercer agdo antioxidante em matrizes celulares,
indicando suas potencialidades para utilizacdo com finalidades medicamentosas.

Palavras-chave: Nectandra falcifolia. Padronizacdo de extrato. Atividade antioxidante.
Desenvolvimento. Planejamento experimental.
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Dissertation (Master in Health Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

ABSTRACT

Nectandra falcifolia (Nees) Castioglioni (Lauraceae) popularly known as “canelinha”, is a
plant distributed in many tropical and subtropical regions. Studies show that it possesses anti-
inflammatory activity, among many other biological activities. The phytochemical exploration
of the leaves of N. falcifolia showed the presence of phenolic compounds (flavonoid) and
neolignans. Aiming at obtaining a pharmaceutical product containing antioxidant derived
from the leaves of N. falcifolia a study was conducted using statistical design to establish a
more suitable extractive condition for this plant drug. Sequential experimental designs: the 23
factorial and central composite 2” were used and the extracts were analyzed for their content
of phenolic compounds and antioxidant activity by DPPH in validated methodologies. In the
2° factorial design the variables studied were: extraction time (TE), ethanol-water mixture
(TA) and proportion drug: solvent (PROP). In the compound central TE and 22 were PROP
with solvent set at 100% ethanol. By association among the results obtained for a better
content of FT and TO, the extract from the leaves of N. falcifolia standardized with the best
extraction efficiency for phenolic compounds and better antioxidant activity was obtained
with liquid alcohol extractor 100% soaking time of 72 hours and plant ratio: solvent ratio of
1:10 w / w). The standardized extract of AO was also evaluated by respiratory burst and
ABTS which showed a high radical scavenging ability in a simple and cell environment
reaction. The extract was characterized by photoacoustic spectroscopy and suggests the
presence of flavonoids, possibly the compounds responsible for AO. So the extract was also
evaluated on the content of flavonoids. The use of materials derived from leaves of N.
falcifolia in pharmaceutical products and cosmetics has great potential and can be exploited.

Keywords: Nectandra falcifolia. Standardized extract. Antioxidant activity. Standardization.
Statistical design.
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1 INTRODUCAO

O consumo de produtos oriundos da biodiversidade brasileira tem
aumentado muito nos Ultimos anos. No entanto, um desafio do mercado que ainda persiste € a
oferta de produtos que sejam seguros, eficazes e de qualidade adequada. Entre os produtos de
origem vegetal bastante em voga no momento estdo os fitocosméticos, que sdo cosméticos
que contém ativos vegetais (ISAAC et al., 2008).

Para se obter um produto com a qualidade desejada, uma série de pesquisas
buscando a otimizac¢do e padronizacdo dos insumos vegetais ou mesmo dos produtos finais
devem ser realizadas. Entre esses estudos pode-se destacar a padronizacdo dos processos
envolvidos para a produ¢do de um dado produto farmacéutico que deverd, posteriormente, ter
comprovada a sua qualidade e sua eficacia (ISAAC et al., 2008).

A investigacdo da capacidade antioxidante de materiais vegetais também
esta em crescimento, € tem buscado avaliar essa atividade para a aplicacao na prevencao de
danos oxidativos responsaveis por diversos processos degenerativos e também tido como uma
das causas do envelhecimento cutaneo (LONNI et al., 2012, ISAAC et al., 2008).

Obter um derivado vegetal com um maximo de atividade e composto ativo
costuma ser um processo bastante lento e envolve muitos experimentos (DINIZ, 2007). Em
funcdo disso a utilizacdo de ferramentas quimiometricas para otimizar e padronizar sistemas
extrativos tem sido cada vez mais empregada. O planejamento fatorial ¢ uma excelente
técnica para se chegar a esse objetivo (ARMSTRONG, JAMES, 1996). A analise dos dados
pelo método da superficie de resposta (RSM response surface methodology) ¢ muito
favoravel para o desenvolvimento, otimizacdo e melhoria de processos farmacéuticos
(ONSEKIZOGLU et al., 2010).

Uma das espécies vegetais nativas no Brasil ¢ a Nectandra falcifolia (Nees)
Castioglioni (Lauraceae), que ¢ popularmente conhecida como canelinha. O extrato das folhas
dessa espécie apresentou atividades biologicas de grande interesse na medicina (MELO et al.,
2006; TRUITI et al., 2005; TRUITI et al., 2006) ¢ em suas folhas foram identificadas a
presenga de compostos fendlicos (flavonoides) e neolignanas (TRUITI, 2004).

Os compostos fenolicos apresentam diversas atividades biolodgicas, dentre as
quais se destaca a capacidade seqiiestradora de radicais livres e de inibi¢cdo da peroxidacdo de
lipidios (HANASAKI et al, 1994) e em fungdo disso, a utilizacdo dessa espécie para a
produgdo de um produto farmacéutico de uso topico com alta capacidade antioxidante pode

ter grande interesse.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar o extrato das folhas da Nectandra falcifolia utilizando
planejamento estatistico visando a obtengdo de insumo farmacéutico com atividade

antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obten¢do dos extratos hidroalcoolicos de folhas de Nectandra falcifolia
em diferentes condigdes extrativas estabelecidas por planejamento
experimental estatistico;

e Padronizar o método de obtencdo do extrato com maior atividade
antioxidante;

e Quantificar o teor de fendlicos totais e¢ flavonoides totais no extrato
padronizado das folhas de Nectandra falcifolia;

e Quantificar a atividade antioxidante no extrato padronizado das folhas de

Nectandra falcifolia por diferentes métodos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Matérias-Prima e Reagentes

. Acido galico (Sigma®)

. Alcool etilico absoluto (Synth®)

o Alcool metilico grau analitico (F Maia®)

e Butil-hidroxi-tolueno (BHT) (Aldrich®)

o Carbonato de s6dio anidro P.A. (Neon®)

o Cloreto de aluminio grau analitico (Synth)
. 2,2-difenil- 1-pricril-hidrazil (Aldrich®)

. Folin Ciocalteau (Dindmica®)

o Quercetina (Sigma®)

3.1.2 Equipamentos ¢ Acessorios

o Aparelho medidor de pH (Tecnopon®, MPA210)

. Balanca analitica (Mettler Toledo® XS 204)

. Cubeta de polimetacrilato 10 MM (Kartell®)

o Espectrofotdmetro UV-visivel (Varian® Cary 50)

. Estufa de secagem e esterilizagdo (Fanen®, 315 SE)
. Liofilizador (Christ Alpha® 1-4 LD)

o Micropipeta 10-100 pL (Gilson®)

. Micropipeta 100-1000 pL (Transferpette™)

. Mufla (Fanen®)

o Rotaevaporador (Fisatom™)

13
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32 METODOS

3.2.1 Material Vegetal

Amostras das folhas da espécie Nectandra falcifolia foram coletadas na
margem direita do Canal Baia, no Municipio de Taquaragu, MS, Brasil. O material foi
herborizado e incorporado ao acervo do herbario do Nupélia/Universidade Estadual de
Maringa, PR, Brasil (HNUP n°1421). As folhas foram secas, em estufa de ar circulante a
40°C, e moidas em moinhos de facas com didmetro de malha de 1,6 mm. O controle de
qualidade da droga foi executado e avaliado segundo o exigido pela Farmacopéia Brasileira

(BRASIL, 2010).

3.2.2 Preparo e Caracterizagdo das Solugdes Extrativas

Os extratos foram produzidos pelo método de maceracdo simples, em
temperatura ambiente, em triplicata, utilizando diferentes teores alcoolicos (100%, 50% e
75%), proporgdes entre planta:solvente (1:10 p/v, 1:15 p/v e 1:20p/v) e tempos de maceragao
(24h, 48h e 72h). A combinagdo entre os parametros foi feita inicialmente de acordo com o

planejamento experimental fatorial 2°.

3.2.3 Estratégia Experimental

A primeira matriz experimental utilizada foi um delineamento fatorial 2°
(Tabela 1) com o objetivo de avaliar a influéncia das varidveis: tempo de extracao (TE), teor
alcodlico (TA) e propor¢do droga: solvente (PROP) em 2 diferentes niveis, sendo eles: (-)
limite inferior, (+) limite superior e (0) ponto central. Posteriormente, outro delineamento
experimental foi aplicado, o composto central 2 (Tabela 2), onde variaveis analisadas foram
tempo de extracdo (TE) e propor¢ao droga:solvente (PROP), com os niveis (-) limite inferior,
(+) limite superior, (0) ponto central, (-a) ponto axial inferior, (+a) ponto axial superior. Neste
delineamento a variavel teor alcodlico foi mantido fixo em 100%.

A andlise estatistica dos delineamentos experimentais, juntamente com suas

respostas foram analisadas pelo software Statistica 7.0



Tabela 1 - Matriz de delineamento

Nectandra falcifolia.

15

fatorial 2° para o estudo das solu¢des extrativas de

Solugdo Variavel Variavel Variavel Variavel Variavel Variavel
extrativa Codificada Codificada Codificada Descodificada Descodificada Descodificada
X1 X2 X3 X1 X2 X3
Proporgao Tempo de Teor alcodlico
droga:solvente(p/v) maceragao (% v/iv)
()
1 1,00 1,00 1,00 1:20 72 100
2 1,00 1,00 -1,00 1:20 72 50
3 1,00 -1,00 1,00 1:20 24 100
4 1,00 -1,00 -1,00 1:20 24 50
5 -1,00 1,00 1,00 1:10 72 100
6 -1,00 1,00 -1,00 1:10 72 50
7 -1,00 -1,00 1,00 1:10 24 100
8 -1,00 -1,00 -1,00 1:10 24 50
9 0,00 0,00 0,00 1:15 48 75
10 0,00 0,00 0,00 1:15 48 75

Tabela 2 - Matriz de delineamento composto central 2° para o estudo das solucdes extrativas

de Nectandra falcifolia.

Bloco Variavel Variavel Variavel Variavel
Codificada Codificada Descodificada Descodificada
X1 X2 Tempo de Propor¢ao
maceragao(h) droga:solvente(p/v)
X1 X2
1 -1,00 -1,00 24 1:10
1 -1,00 1,00 24 1:20
1 1,00 -1,00 72 1:10
1 1,00 1,00 72 1:20
1 0,00 0,00 48 1:15
2 -1,41421 0,00 14 1:15
2 1,41421 0,00 82 1:15
2 0,00 -1,41421 48 1:08
2 0,00 1,41421 48 1:22
2 0,00 0,00 48 1:15

Os 10 extratos propostos pelo planejamento fatorial 2°, assim como os

outros 10 extratos pelo composto central 2%, foram preparados em triplicata, desalcoolizados

em evaporador rotativo a 40°C e liofilizados. Os extratos obtidos foram submetidos as

analises de teor de fenodlicos totais, teor de flavonoides e atividade antioxidante pelo método

do radical livre estavel DPPH.

3.2.4 Atividade Sequestradora de Radicais —Ensaio de DPPH

A atividade antioxidante dos

extratos foi

avaliada pelo método

fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH (EL-MASSRY, 2002), com modificagdes. Os

extratos produzidos com etanol 100% e 75% foram dissolvidos em 5 mL de metanol P.A., os
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produzidos com etanol 50% foram dissolvidos em metanol 50% (em agua destilada). As
analises foram realizadas em triplicata.

Foram realizadas dilui¢cdes das solu¢des para obten¢do das concentragdes de
20, 24, 28, 32, 36, 40 pg de extrato liofilizado/mL. Em seguida 1,0 mL da solug¢do das
respectivas concentracdes foram adicionadas a 2 mL da solugdo reagente de DPPH (0,06
mg/mL), protegidos da luz. Apdés 30 minutos de reacdo a absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 516 nm. A solucdo em branco foi composta de 3 mL de metanol
P.A. e o negativo de 1 mL de metanol acrescido de 2 mL de solugdo reagente de DPPH. O
grau de inibi¢do foi determinado pela alteragdo da cor da solu¢do de DPPH. A porcentagem

de inibig¢ao foi calculada pela equacao 1

=5
IC% = |——= |+ 100
Aﬂ'

1)
sendo, A a absorbancia da solu¢do de DPPH e A; a da solugdo de DPPH na presenca das
amostras. Os ensaios foram realizados em triplicata e valores de ICsy foram estimados por

regressao linear da curva de IC% pelas concentragdes testadas.
3.2.5 Atividade Sequestradora de Radicais —Ensaio de ABTS

A capacidade antioxidante do extrato padronizado foi avaliada frente ao
radical livre ABTS+s , realizada de acordo com Sanchez-Gonzalez et al. (2005) (SANCHEZ-
GONZALEZ et al., 2005). O cation ABTS+e foi produzido reagindo 7mM da solucdo estoque
ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio. A solucdo ABTS+e foi diluida com tampao
fosfato (pH 7,4) para uma absorbancia de 0,7 a 730 nm. Apo6s a adicdo de 10puL de amostra
para 4mL da solugdo ABTS+- diluida, as leituras de absorbancia a 730 nm foram realizadas
apds 6 minutos de reacdo. As massas do extrato utilizadas foram 20,30 e 40 pg, diluidos em
dimetilsulféoxido (DMSO). A capacidade antioxidante foi calculada pela porcentagem de

inibi¢do da atividade do radical ABTS (IA%), de acordo com a equagao 2:

A
A% = 100 — L"‘“‘“}: 100

vuer Erule
(2)

onde Aumosira € O valor da absorvancia da amostra € Aconrole € 0 valor da absorvancia da
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solugdo controle, em auséncia de amostra.

3.2.6 Avaliagdo da Atividade Antioxidante Pelo Método de Burst Respiratorio

As amostras foram obtidas de voluntarios sadios do Laboratorio de Pds
Graduagdo da Universidade Estadual de Londrina, no mesmo momento da realizagao dos
experimentos. Para a realizacdo dos testes foram colhidos por pungdo venosa
aproximadamente 15 ml de sangue em tubos com vicuo (Vacutainer™), contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O tipo sanguineo (ABO e Rh) nao
interfere na metodologia.

A contagem de neutrdfilos foi executada. Para isso, o isolamento dos
neutrofilos a partir do sangue total foi efetivado seguindo uma adaptagdo do procedimento
descrito por Freitas (2008). O laboratério foi climatizado em 22°C (£0,5°C). Todos os
reagentes encontravam-se a temperatura ambiente. Em um tubo conico de 12 mL foi
adicionado, respectivamente, 2,0 mL de Histopaque 1.119 e 2,0 mL de Histopaque 1,077,
lentamente para que se formassem duas camadas distintas. Em seguida, 6 mL de sangue total
foi adicionado pela parede do tubo para que ndo se misturasse ao Histopaque. O tubo foi
centrifugado por 30 minutos a 1.000 rpm e 22°C. Em seguida, a interface de neutréfilos foi
retirada cuidadosamente utilizando uma pipeta tipo Pasteur e transferidos para um tubo conico
limpo. Acrescentou-se a suspensdo de células o dobro do seu volume de PBS com glicose a
albumina. Apoés lenta homogeneizacao, submeteu-se o tubo a centrifugagdo, por 10 minutos a
1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi re-suspendido novamente com o
dobro de volume em PBS e centrifugado, desta vez por 1 minuto a 1.000 rpm. Apds o
descarte do sobrenadante, a lise de hemacias foi realizada utilizando dgua destilada e inversao
lenta do tubo por aproximadamente 30 segundos. Por fim, cerca de 3 mL de PBS foi
adicionado e o tubo centrifugado por 1 minuto a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet re-suspendido com PBS até completar 1 mL.

A contagem e a viabilidade celular foram avaliadas utilizando a técnica de
exclusdo por trypan blue, visualizado em camara de Neubauer no microscopio optico (40x).
Para isso, 10 puL de células foram adicionados a 240 pL de trypan blue. Em seguida, a
contagem foi realizada no quadrante central da camara e a viabilidade avaliada em toda
camara. As células incolores foram consideradas viaveis e as azuis (que permitiram a entrada
do corante) foram consideradas ndo-viaveis. Conhecendo a concentragdo da solucdo, foi

possivel ajusta-la para 2,5x10° células/mL.
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Para a quantifica¢ao do burst respiratorio a medida deste foi realizada no dia
do isolamento dos neutrofilos (dia da coleta de sangue) por quimiluminescéncia (QL). A
intensidade da quimiluminescéncia (fluxo de foétons) ¢ diretamente proporcional a taxa de
produgdo de radicais livres, sendo, portanto, uma medida direta da atividade da oxidase
(WYMANN et al., 1987).

Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca (Victor X-3,
Perkin Elmer, EUA), em um modo de contagem ndo coincidente por 60 minutos e uma faixa
de resposta entre 300 a 620 nm.

Para o ensaio controle, na microplaca, em cada pogo foram adicionados 200
uL de neutréfilos, seguido de 50 pL de luminol 20mM, 50 pL de PMA 5 uM. Apds
homogeneizagdo, submeteu-se a solucdo a leitura, com um tempo de contagem de 60 minutos
e temperatura de 30°C (£1,0°C). Os testes foram realizados, pelo menos, em quatorze
repeti¢des. A quantificagdo foi feita em contagens por minuto.

Para o ensaio teste com o extrato, foi repetido o mesmo procedimento do
ensaio controle, adicionando 10 pL do extrato ao meio de reagao.

Para o extrato da Nectandra falcifolia, as concentrac¢des testadas foram: 20,
30 e 40 pg/mL. Os resultados foram avaliados de acordo com os valores dos picos das curvas

cinéticas e apresentados na forma de quartis (1° e 3°).

3.2.7 Determinagdo do Teor de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais nos extratos liofilizados foi determinado
segundo a Farmacopéia Brasileira IV edigdo (2000) (monografia da Calendula officinalis L.-
ASTERACEA) (BRASIL, 2000), com modificagdes. Pesou-se 5 mg do extrato liofilizado de
N. falcifolia e este foi colocado em um baldo de fundo redondo, adicionado de 100 puL de
solucdao aquosa de urotropina 0,5%, 2 ml de acetona R e 0,2 ml de acido cloridrico R. Foi
aquecido em manta, sob refluxo, durante 30 minutos. A solucdo foi transferida para funil de
separagdo, adicionou-se 2ml de agua e porg¢des de 2mL de acetato de etila R. Da fragdo
acetato obtida foi transferido 2 ml adicionado de 0,2ml do reagente de cloreto de aluminio
2%, diluindo-se todos os reagentes em 5Sml (baldo de 5 ml) com solugdo metanodlica de acido
acético 5%. Apo6s 30 minutos mediu-se a absorbancia da amostra a 422 nm. O teor de
flavondides totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma

curva de calibragdo construida com quercetina e expressos como miligrama de equivalente
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quercetina por grama de extrato seco (mg EQ/g de extrato). Os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.2.8 Determinagdo do Teor de Fendlicos Totais

A determinac¢do do teor de fenolicos totais seguiu o método de Souza et al.
(2007), com modificagdes. Foram dissolvidos 20 mg de extrato liofilizado de N. falcifolia em
SmL metanol P.A. Em um baldo volumétrico de 10 mL, foi entdo adicionados 200 pL desta
ultima solugdo, 500 puL do reagente de Folin-Ciocalteu com e 6 mL de agua destilada, agitou-
se por 1 min; passado este tempo foi acrescentado 2 mL de bicarbonato de sddio (Na2CO3) a
15%, agitou-se por 30 s, entdo o volume foi completado para 10 mL com agua deionizada.
Apods 2h, a absorbancia foi lida a 760 nm, a temperatura ambiente, tendo como branco o
metanol e todos os reagentes, menos o extrato. A curva de calibragdo foi construida nas
mesmas condi¢des, tendo o acido galico como marcador. O teor de fenois totais foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo
construida com 4cido gélico e expressos como miligrama de equivalente acido galico por
grama de extrato seco (mg EAG/g de extrato). Os ensaios foram realizados em triplicata.

Todos os métodos analiticos foram validados segundo a Resolu¢do RE n°
899 (ANVISA, 2003), de acordo com os parametros linearidade, precisdo, robustez, exatidao,

limite de quantificagdo e deteccao.

3.2.9 Espectroscopia de Fotoactstica

O extrato liofilizado de N. falcifolia padronizado foi submetido analise por
espectroscopia fotoacustica, para verificar a regido espectral de absor¢ao de seus componentes
entre 200 e 800 nm, a fim de determinar os componentes principais contidos no extrato. A
medida foi realizada usando um arranjo experimental (figura 1). A luz monocromatica ¢
obtida de uma lampada de arco de Xenonio (Oriel, modelo 68820), com poténcia de 1.000
Watts (W) e emissdo no intervalo entre 180 e 4.000 nm, e monocromador (Oriel, modelo
77250). A freqiiéncia de modulacdo da luz ¢ controlada por um modulador mecanico
(Stanford Research Systems, modelo SR 540). A célula fotoactstica ¢ feita com o minimo
volume. O microfone (Briiel & Kjaer, modelo BK 2669) acoplado a célula fotoacustica esta
conectado a uma fonte de alimentagdo e a um pré-amplificador. O sinal do microfone ¢

transferido para o Lock-in (amplificador sintonizado) (EG & G Instruments, modelo 5110). O
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Lock-in fornece a intensidade e a fase do sinal fotoacustico que sdo transferidos para um
microcomputador via interface GPIB. Os espectros fotoacusticos obtidos para diferentes

freqliéncias de modulacdo de luz (de 13 a 60 Hz) foram registrados entre 200 e 800 nm.

Figura 1 - Arranjo experimental da Espectroscopia fotoacustica
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Fonte: MELO et al., 2011.
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4 ARTIGO NA VERSAO EM PORTUGUES PARA SER SUBMETIDO A
REVISTA TALANTA

PADRONIZACAO DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE Nectandra falcifolia
COM ELEVADA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO
DELINEAMENTO FATORIAL

Fernanda Belincanta Borghil*, Luana Magri Tuninz; Fabio Yamashital, Ana Claudia
Nogueiraz; Luciana Higashil, Kamila Landucci', Décio Sabatini Barbosa', Maria da

Conceicdo Torrado Truiti?, Andrea Diniz'.

Resumo

A espécie vegetal Nectandra falcifolia (Nees) Castioglioni (Lauraceae), popularmente
conhecida como canelinha, possui flavonoides e neolignanas na sua composicao. Flavonoides
sdo substancias fenolicas conhecidas por sua atividade antioxidante, propriedade de grande
interesse no controle do estresse oxidativo. Para o desenvolvimento de um extrato com alta
capacidade antioxidante, devem ser testadas diferentes condi¢des extrativas a fim de se obter
o melhor resultado. Para isso, delineamentos estatisticos experimentais vém sendo aplicado
com sucesso, ¢ entre as ferramentas o delineamento fatorial . Sendo assim, esse trabalho teve
como objetivo estudar a melhor condi¢do extrativa para folhas de Nectandra falcifolia de
modo a obter um extrato com alta capacidade antioxidante. Foram empregados dois
planejamentos experimentais sequenciais: o fatorial 2° ¢ o composto central 2°. Para o
primeiro foram definidas as varidveis tempo de extragdo (TE), teor de alcodlico (TA) e
proporcao planta:solvente (PROP). Para o segundo planejamento foram tempo de extracao
(TE) e propor¢ao planta:solvente em dois niveis e adicdo de pontos axiais, sendo o teor de
alcodlico (TA) fixado em 100%. Todos os extratos foram quantificados quanto aos teores de
fenodlicos totais e atividade antioxidante por DPPH. Os resultados para o planejamento fatorial
2° mostrou que a melhor extracdo para atividade antioxidante (AO) foi o extrato produzido
nas condi¢des TE 72 horas, TA 100% e PROP 1:20 p / p. Para fenolicos totais (FT) o melhor
extrato foi o produzido com TE 72 h, TA 100% e PROP 1:10 p / p. A partir desses resultados
foi feito um novo planejamento, composto central 2* , que mostrou que o melhor extrato para
FT foi o de TE 82 h e PROP 1:08 p/p, para AO foi o de t> 72 h e o de menor proporgao prop
< 1:10. O extrato foi padronizado de acordo com o melhor resultado antioxidante e teor de
fendlicos totais e estes foram analisado quanto a capacidade antioxidante por dois outros
métodos, o método do ABTS e o do Burst respiratorio. Os dados mostraram que a atividade
antioxidante para ABTS ¢ semelhante a obtida pelo DPPH, confirmando sua agdao e foi
positiva também no teste do burst respiratério, que ¢ uma técnica desenvolvida em ambiente
célular. O extrato foi caracterizado por espectroscopia fotoacustica e sugere a presenca de
flavondides, possivelmente os compostos responsaveis pela AQO. Portanto o extrato
padronizado também foi avaliado quanto ao teor de flavonoides. Sendo assim, o extrato
padronizado de Nectandra falcifolia foi capaz de exercer agdo antioxidante em matrizes

! Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, BR-86051-970, Londrina, PR, Brasil
? Universidade Estadual de Maringa, BR-87020-900, Maringa, PR, Brasil
* adinizbe@gmail.com
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celulares, indicando suas potencialidades para utilizacdo com finalidades medicamentosas.

Palavras-chave: Nectandra falcifolia. Padronizacdo de extrato. Atividade antioxidante.
Desenvolvimento. Planejamento experimental.

Destaques

e Padroniza¢do das condi¢des extrativas para obtencdo do extrato bruto das folhas de
Nectandra falcifolia com elevada atividade antioxidante utilizando delineamentos
experimentais sequenciais (fatorial 2° ¢ composto central 27).

e Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato padronizado obtido por diferentes

metodologias

Introducéo

Atualmente, muitos estudos sdo conduzidos visando investigar a capacidade
antioxidativa de materiais vegetais e seus derivados. Os trabalhos buscam a obtengdo de
produtos que previnam os danos oxidativos celulares, causadores de envelhecimento e de
diversos processos degenerativos responsaveis de doencas [1], em funcdo de acelerar o
processo de envelhecimento e levar ao mal funcionamento celular ou até mesmo a morte das
mesmas.

A espécie vegetal Nectandra falcifolia (Nees) Castioglioni (Lauraceae),
popularmente conhecida como canelinha [2] ¢ distribuida em diversas regides tropicais e
subtropicais do planeta, predominantemente no sudoeste da Asia e no Brasil. Estudos
mostraram que extrato obtido dessa espécie apresentou atividade antiinflamatéria [3-5] e a
avaliag@o fitoquimica das folhas de N. falcifolia mostrou a presenga de compostos das classes
flavonoides e neolignanas [3], possivelmente responsaveis pela referida atividade.

As substancias fenolicas, entre elas os flavonoides, apresentam conhecidas e
diversas atividades biologicas, dentre as quais se destaca a atividade antioxidante por
sequestrar os radicais livres bem como pela inibi¢do da peroxidacao de lipidios [6].

Muitos sdo os testes empregados para avaliar a atividade antioxidante de
produtos e essa diversidade dificulta a comparacdo de desempenho dessa atividade entre
produtos. Algumas das técnicas mais descritas na literatura para a determinagdo da capacidade
antioxidante sdo os ensaios que se baseia no sequestro de radicais, como o ensaio do 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), baseado na habilidade de sequestro deste radical livre [7,8]; o



23

ensaio do 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), cujo radical
sequestrado ¢ o ABTSe+ [9,10].

Além dos ensaios baseados na reacao de oxido-redu¢ao sem envolvimento
de sistemas biologicos, o burst respiratorio, que ¢ uma técnica mais complexa, avalia a
capacidade antioxidante de um produto em ambiente celular. Baseia-se na ativacdo de
neutréfilos isolados de sangue humano tratados com o anticoagulante, cuja ativacdo dos
neutrofilos € induzida por acetato miristato forbol (PMA). A medida do burst ¢ realizada por
quimiluminescéncia, pela monitoriza¢ao da oxidagdo do luminol por espécies reativas geradas
pelos neutréfilos [11].

Além da variabilidade nos ensaios de atividade antioxidante, ha diversos
sistemas extrativos empregados para a obtencdo de produtos de origem vegetal e sua
eficiéncia para a extragdo de compostos fenolicos ¢ variada [12,13]. Os solventes mais usados
para a obtengdo de extratos vegetais ricos em compostos fendlicos sdo metanol, etanol,
acetona, agua, acetato de etila, e propanol sozinhos ou de forma combinada [14]. Entretanto,
ndo existe um sistema Unico e satisfatorio para a extracdo completa de todos os compostos
fenolicos, ou mesmo para classes especificas. Portanto, torna-se necessario a utilizacdo de um
ou mais solventes para que a eficiéncia extrativa de um grupo de compostos seja atingida
[14].

Em funcdo dessas variagdes nos processos produtivo e analitico de um
extrato vegetal, a primeira etapa para o desenvolvimento de um produto de origem vegetal
com utiliza¢do bioldgico-farmacéutica deve ser a padronizacao de solugdes extrativas vegetais
[15]. Com esse intuito, a metodologia da superficie de resposta (RSM response surface
methodology) tem sido uma ferramenta muito util para o desenvolvimento, otimizagdo e
melhoria de processos, e muito utilizada para avaliar a relacdo entre as respostas de uma ou
mais variaveis ¢ de um conjunto de varidveis experimentais quantitativas em um mesmo
desenho experimental [16, 25, 26].

O objetivo do trabalho foi desenvolver e padronizar um sistema extrativo

para folhas de N. falcifolia visando obter um produto com alta capacidade antioxidante.

Material e métodos

Material

Amostras das folhas da espécie Nectandra falcifolia foram coletadas na

margem direita do Canal Baia, no Municipio de Taquaragu, MS, Brasil. O material foi
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herborizado e incorporado ao acervo do herbario do Nupélia/Universidade Estadual de
Maringé, PR, Brasil (HNUP n°1421). As folhas foram secas, em estufa de ar circulante a
40°C, e moidas em moinhos de facas com diametro de malha de 1,6 mm. O controle de

qualidade da droga foi executado e avaliado segundo o exigido pela Farmacopéia Brasileira

[17].

Preparo e caracterizagdo das solucdes extrativas

Os extratos foram produzidos pelo método de maceragdo simples, em
temperatura ambiente, em triplicata, utilizando diferentes teores alcodlicos (50%, 75% e
100%,), propor¢des entre planta:solvente (1:10 p/v, 1:15 p/v e 1:20 p/v) e tempos de
maceragdo (24 h, 48 h e 72 h). A combinacdo entre os parametros foi feita inicialmente de

acordo com o planejamento experimental fatorial 2°.

Planejamento experimental

A primeira matriz experimental utilizada foi um delineamento fatorial 2°
(Tabela 1) com o objetivo de avaliar a influéncia das varidveis: tempo de extragdao (TE), teor
alcodlico (TA) e propor¢do droga: solvente (PROP). Posteriormente, outro delineamento
experimental foi aplicado, o composto central 2% (Tabela 2), onde variaveis analisadas foram
tempo de extracdo (TE) e propor¢ao droga:solvente (PROP). Neste delineamento a variavel
teor alcodlico foi mantido fixo em 100%.

A analise estatistica dos delineamentos experimentais foi, realizada

utilizando o programa Statistica 7.0".
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Tabela 1 - Delineamento fatorial 2° para o estudo das solucdes extrativas de Nectandra

falcifolia.
Solucao Variavel Variavel Codificada
extrativa
X1 X2 X3 X1 X2 X3
Proporgao Tempo de Teor alcoodlico
droga:solvente (p/v) | maceracdo (h) (% v/v)
1 1:20 72 100 1 1
2 1:20 72 50 1 1 -1
3 1:20 24 100 1 -1
4 1:20 24 50 1 -1 -1
5 1:10 72 100 -1 1
6 1:10 72 50 -1 1 -1
7 1:10 24 100 -1 -1
8 1:10 24 50 -1 -1 -1
9 1:15 48 75 0 0 0
10 1:15 48 75 0 0 0

Tabela 2 - Delineamento composto central 2* para o estudo das solugdes extrativas de
Nectandra falcifolia.

Bloco Variavel Variavel Codificada
X1 X2 X1 X2
Tempo de Proporg¢ao
maceracao(h) | droga:solvente (p/v)
1 24 1:10 -1,00 -1,00
1 24 1:20 -1,00 1,00
1 72 1:10 1,00 -1,00
1 72 1:20 1,00 1,00
1 48 1:15 0,00 0,00
2 14 1:15 -1,41 0,00
2 82 1:15 1,414 0,00
2 48 1:08 0,00 -1,41
2 48 1:22 0,00 1,41
2 48 1:15 0,00 0,00

Os 10 extratos propostos pelo planejamento fatorial 2°, assim como os
outros 10 extratos pelo composto central 2%, foram preparados em triplicata, desalcoolizados
em evaporador rotativo a 40°C e liofilizados. Os extratos obtidos foram submetidos a analise
de atividade antioxidante pelo método do radical livre estdvel DPPH e ao teor de fenolicos

totais.

Atividade sequestradora de radicais —Ensaio de DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método

fotocolorimétrico do radical livre estavel DPPH [18], com modificagcdes. Os extratos
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produzidos com etanol 100% e 75% foram dissolvidos em 5 mL de metanol P.A., os
produzidos com etanol 50% foram dissolvidos em metanol 50% (em agua destilada). As
analises foram realizadas em triplicata.

Foram realizadas dilui¢cdes das solugdes para obten¢ao das concentragdes de
20, 24, 28, 32, 36, 40 ug de extrato liofilizado/mL. Em seguida 1,0 mL da solug¢do das
respectivas concentragdes foram adicionadas a 2 mL da solucdo reagente de DPPH (0,06
mg/mL), protegidos da luz. Apds 30 minutos de reacdo a absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 516 nm. A solugdo em branco foi composta de 3 mL de metanol
P.A. e o negativo de 1 mL de metanol acrescido de 2 mL de solugdo reagente de DPPH. O
grau de inibi¢cdo foi determinado pela alteracao da cor da solugdo de DPPH. A porcentagem

de inibicdo foi calculada de acordo com a equacgdo 1
A—A
ICY% = [M}f 100
Aﬂ'

(1)

sendo, A a absorbancia da solu¢do de DPPH e A; a da solugdo de DPPH na presenca das
amostras. Os ensaios foram realizados em triplicata e valores de ICsy foram estimados por

regressao linear da curva de IC% pelas concentracdes testadas.
Atividade sequestradora de radicais —Ensaio de ABTS

A capacidade antioxidante do extrato padronizado foi avaliada frente ao
radical livie ABTS+e , realizada de acordo com Sanchez-Gonzdlez et al. (2005) [10]. O cation
ABTS+e foi produzido reagindo 7 mM da solugdo estoque ABTS com 2,45 mM de persulfato
de potassio. A solugdo ABTS+e foi diluida com tampao fosfato (pH 7.,4) para uma
absorbancia de 0,7 a 730 nm. Apods a adicdo de 10uL de amostra para 4mL da solugdo
ABTS+e diluida, as leituras de absorbancia a 730 nm foram realizadas apds 6 minutos de
reacdo. As massas do extrato utilizadas foram 20,30 e 40 pg, diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO). A capacidade antioxidante foi calculada pela porcentagem de inibi¢cao da atividade

do radical ABTS (IA%), de acordo com a equagao 2:

A
A% = 100 — L"‘“‘“}: 100

vuer Erule

)
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onde Agimosra € O valor da absorvancia da amostra € Aconrole € 0 valor da absorvancia da

solugdo controle, em auséncia de amostra.

Avaliagdo da atividade antioxidante pelo método de Burst respiratorio

As amostras foram obtidas de voluntarios sadios do Laboratorio de Pos
Graduagdo da Universidade Estadual de Londrina, no mesmo momento da realizagao dos
experimentos. Para a realizacdo dos testes foram colhidos por pungdo venosa
aproximadamente 15 mL de sangue em tubos com véacuo (Vacutainer”), contendo o
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). O tipo sanguineo (ABO e Rh) nao
interfere na metodologia.

A contagem de neutrofilos foi executada. Para isso, o isolamento dos
neutrofilos a partir do sangue total foi efetivado seguindo uma adaptagdo do procedimento
descrito por [19]. O laboratorio foi climatizado em 22°C (£0,5°C). Todos os reagentes
encontravam-se a temperatura ambiente. Em um tubo conico de 12 mL foi adicionado,
respectivamente, 2,0 mL de Histopaque 1,119 e 2,0 mL de Histopaque 1,077, lentamente para
que se formassem duas camadas distintas. Em seguida, 6 mL de sangue total foi adicionado
pela parede do tubo para que ndo se misturasse ao Histopaque. O tubo foi centrifugado por 30
minutos a 1.000 rpm e 22°C. Em seguida, a interface de neutréfilos foi retirada
cuidadosamente utilizando uma pipeta tipo Pasteur e transferidos para um tubo conico limpo.
Acrescentou-se a suspensdo de células o dobro do seu volume de PBS com glicose a
albumina. Apoés lenta homogeneizacao, submeteu-se o tubo a centrifugagdo, por 10 minutos a
1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi re-suspendido novamente com o
dobro de volume em PBS e centrifugado, desta vez por 1 minuto a 1.000 rpm. Apds o
descarte do sobrenadante, a lise de hemacias foi realizada utilizando dgua destilada e inversao
lenta do tubo por aproximadamente 30 segundos. Por fim, cerca de 3 mL de PBS foi
adicionado e o tubo centrifugado por 1 minuto a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet re-suspendido com PBS até completar 1 mL.

A contagem e a viabilidade celular foram avaliadas utilizando a técnica de
exclusdo por trypan blue, visualizado em camara de Neubauer no microscopio optico (40x).
Para isso, 10 puL de células foram adicionados a 240 pL de trypan blue. Em seguida, a
contagem foi realizada no quadrante central da camara e a viabilidade avaliada em toda
camara. As células incolores foram consideradas viaveis e as azuis (que permitiram a entrada
do corante) foram consideradas ndo-viaveis. Conhecendo a concentragdo da solucdo, foi

possivel ajusta-la para 2,5%10° células/mL.
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Para a quantifica¢ao do burst respiratorio a medida deste foi realizada no dia
do isolamento dos neutrofilos (dia da coleta de sangue) por quimiluminescéncia (QL). A
intensidade da quimiluminescéncia (fluxo de foétons) ¢ diretamente proporcional a taxa de
produgdo de radicais livres, sendo, portanto, uma medida direta da atividade da oxidase [20].

Este experimento foi conduzido em um leitor de microplaca (Victor X-3,
Perkin Elmer, EUA), em um modo de contagem nao coincidente por 60 minutos e uma faixa
de resposta entre 300 a 620 nm.

Para o ensaio controle, na microplaca, em cada pogo foram adicionados 200
puL de neutréfilos, seguido de 50 pL de luminol 20 mM, 50 pL de PMA 5 uM. Apods
homogeneizagao, submeteu-se a solugao a leitura, com um tempo de contagem de 60 minutos
e temperatura de 30°C (£1,0°C). Os testes foram realizados, pelo menos, em quatorze
repeti¢des. A quantificagdo foi feita em contagens por minuto.

Para o ensaio teste com o extrato, foi repetido o mesmo procedimento do
ensaio controle, adicionando 10 pLL do extrato ao meio de reagao.

Para o extrato da Nectandra falcifolia, as concentrac¢des testadas foram: 20,
30 e 40 pg/mL. Os resultados foram avaliados de acordo com os valores dos picos das curvas

cinéticas e apresentados na forma de quartis (1° e 3°).

Determinacao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais nos extratos liofilizados foi determinado no
extrato otimizado segundo a Farmacopéia Brasileira IV edigdo (2000) (monografia da
Calendula officinalis L.- ASTERACEA) [21], com modificagdes. Pesou-se 5 mg do extrato
liofilizado de N. falcifolia e este foi colocado em um baldo de fundo redondo, adicionado de
100 puL de solucdo aquosa de urotropina 0,5%, 2 mL de acetona R e 0,2 mL de acido
cloridrico R. Foi aquecido em manta, sob refluxo, durante 30 minutos. A solugdo foi
transferida para funil de separacdo, adicionou-se 2mL de dgua e por¢des de 2mL de acetato de
etila R. Da fragdo acetato obtida foi transferido 2 ml adicionado de 0,2ml do reagente de
cloreto de aluminio 2%, diluindo-se todos os reagentes em SmL (baldo de 5 mL) com solugdo
metanolica de acido acético 5%. Apds 30 minutos mediu-se a absorbancia da amostra a 422
nm. O teor de flavonoides totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibracdo construida com quercetina e expressos como
miligrama de equivalente quercetina por grama de extrato seco (mg EQ/g de extrato). Os

ensaios foram realizados em triplicata.
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Determinacao do teor de fenolicos totais

A determinacdo do teor de fenodlicos totais seguiu o método de Souza et al.
(2007) [22], com modificagdes. Foram dissolvidos 20 mg de extrato liofilizado de N.
falcifolia em SmL metanol P.A. Em um baldo volumétrico de 10 mL, foi entdo adicionados
200 pL desta ultima solugdo, 500 puL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua
destilada, agitou-se por 1 min; passado este tempo foi acrescentado 2 mL de bicarbonato de
sodio (Na2CO3) a 15%, agitou-se por 30 s, entdo o volume foi completado para 10 mL com
agua deionizada. Apos 2h, a absorbancia foi lida a 760 nm, a temperatura ambiente, tendo
como branco o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. A curva de calibracao foi
construida nas mesmas condigdes, tendo o acido galico como marcador. O teor de fendis
totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibragdo construida com acido galico e expressos como miligrama de equivalente acido
galico por grama de extrato seco (mg EAG/g de extrato). Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Todos os métodos analiticos foram validados segundo a Resolu¢do RE n°
899 (ANVISA, 2003) [23], de acordo com os parametros linearidade, precisdo, robustez,

exatidao, limite de quantificagdo e detecgao.

Espectroscopia de fotoacustica

O extrato liofilizado de N. falcifolia padronizado foi submetido analise por
espectroscopia fotoacustica, para verificar a regido espectral de absorcao de seus componentes
entre 200 e 800 nm, a fim de determinar os componentes principais contidos no extrato. A
medida foi realizada usando um arranjo experimental (MELO et al.,, 2011). A luz
monocromatica ¢ obtida de uma lampada de arco de Xenonio (Oriel, modelo 68820), com
poténcia de 1.000 (W) e emissdo no intervalo entre 180 e 4.000 nm, e monocromador (Oriel,
modelo 77250). A frequéncia de modulacdo da luz ¢ controlada por um modulador mecanico
(Stanford Research Systems, modelo SR 540). A célula fotoacustica ¢ feita com o minimo
volume. O microfone (Briiel & Kjaer, modelo BK 2669) acoplado a célula fotoacustica esta
conectado a uma fonte de alimentagdo e a um pré-amplificador. O sinal do microfone ¢
transferido para o Lock-in (amplificador sintonizado) (EG & G Instruments, modelo 5110). O
Lock-in fornece a intensidade e¢ a fase do sinal fotoacustico que sdo transferidos para um

microcomputador via interface GPIB. Os espectros fotoacusticos obtidos para diferentes



frequéncias de modulagao de luz (de 13 a 60 Hz) foram registrados entre 200 e 800 nm.

Resultados

fenolicos totais dos extratos de Nectandra falcifolia obtidos pelo delineamento fatorial 2° .
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A Tabela 3 mostra os resultados da atividade antioxidante (ICsg) e do teor de

Tabela 3 - Resultados da atividade antioxidante dos extratos de Nectandra falcifolia obtidos
pelo delineamento fatorial 2° .

Ordem Variaveis Fenolicos Atividade
descodificadas totais antioxidante
de IC50 (},Lg /ml )
(mgEAG/g
analise ext)
X1 X2 X3 Y1 Y3
Media+ dp Media+ dp
8 24 50 01:10 141,9+18.,4 27,7+1,2
4 24 50 01:20 261,9+45.6 19,4+0,7
7 24 100 01:10 791,8+43,8 24,7+1,1
3 24 100 01:20 590,5+71,4 27,1+£0,3
6 72 50 01:10 278,3+26,6 21,4+1,5
2 72 50 01:20 385,5+33,3 26,8+0,7
5 72 100 01:10 775,0+84,4 21,1£2,2
1 72 100 01:20 536,2+51,6 23,2+0,5
9 48 75 01:15 74,5+19,5 19,9+0,5
10 48 75 01:15 104,5+25,0 22,4+0,2

O planejamento fatoria 2° apresentou significancia de efeito de curvatura em

todas as respostas e, além disso, demonstrou que a melhor resposta seguiu as dire¢des do

maior tempo (72 h), da menor propor¢do (1:10) e do maior teor alcodlico (100%). Portanto a

variavel teor alcoodlico foi fixada, uma vez que ja se encontrava no seu ponto maximo.

Como a varidvel teor alcodlico foi fixada em 100%, no segundo

delineamento, o composto central 2%, as variaveis analisadas foram: tempo de extra¢io (TE) e

propor¢do droga:solvente (PROP). Os resultados para teor de fenolicos totais (mg de

Equivalente em Acido géalico / g de extrato liofilizado (mg EAG/g ext)) e atividade

antioxidante (Inibi¢do do radical DPPH em 50% (ICso (g /ml)) estdo na tabela 4. Os modelos

obtidos juntamente com os valores dos coeficientes de determinagdo (R?) (p<0,05) contendo

. 2
as respostas geradas pelo delineamento composto central 2° para extratos encontram-se na

Tabela 5.
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Tabela 4 - Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos da Nectandra
falcifolia obtidos pelo delineamento composto central 2°.

Bloco Variavel Codificada Fenolicos totais DPPH
(mg EAG/g extrato) ICso (ng/mL)
X1 X2 Y1 Y3
1 -1,00 -1,00 791,8+43,8 248+1,2
1 -1,00 1,00 590,5 £71,4 272+ 0,4
1 1,00 -1,00 775,0+84.4 212+23
1 1,00 1,00 536,2+51,6 23,3+ 0,6
1 0,00 0,00 692,6+77,7 28,6 £+ 0,4
2 -1,41 0,00 159,3+28.,6 339+1,6
2 1,41 0,00 784,8+43.0 30,5+1,0
2 0,00 -1,41 888,4+43,5 24,7+0,8
2 0,00 1,41 520,5+49,1 31,0£0.,6
2 0,00 0,00 641,2+26,7 23, 7+1,.2

X1=tempo de extragdo; X2= Proporcdo droga:solvente

Tabela 5 - Modelos contendo as respostas geradas e coeficientes de determinagio(R?) pelo
delineamento composto central 2” para extratos da N. falcifolia.

Variaveis Modelo R’ Eq

dependentes

Teor de TF = §639,79 + 8,64) + (152,34 + 4.,3: 4
fendlicos

totais

Atividade
antioxidante

i=24,45+0,15)- (1,67 + 0,07)-TE 07728 3

onde TF ¢ o teor de fendlicos predito pelo modelo, A ¢ aatividade antioxidante dada em ICso (ng/mL) TEL ¢
o tempo (linear) de extragdo, TE Q ¢ o tempo (quadratico) de extragdo, PROP L ¢é a proporcdo (linear)
droga:solvente e PROP Q ¢ a proporcao (linear) droga:solvente.

A analise de varidncia foi avaliada para o delineamento composto central 2>
para extratos da N. falcifolia, contendo os dados da atividade antioxidante (Tabela 7) e teor de

fenolicos totais (Tabela 6).

Tabela 6 - Dados ANOVA para o teor de fenodlicos totais para o extrato padronizado de N.

falcifolia.
Fator Soma Graus de Média F p
qguadratica liberdade quadratica
(SS) (df) (MS)
tempo (L) 140120,4 1 140120,4 622,34 0,02
tempo (Q) 26113,7 1 26113,7 825,14 0,04
proporcao (L) 127180,9 1 127180,9 423,53 0,02
Proporgdo (Q) 254998 1 25499,8 20,57 0,04
Interacao tempo (L) e  839,6 1 839,6 10,88 0,25
prop (L)
Falta de ajuste 73705,3 3 24568.,4 164,3079 0,05
Erro puro 149,5 1 0,04
Total SS 432317,6 9
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Tabela 7 - Dados ANOVA para a atividade antioxidante (DPPH) em porcentagem de inibigao
para o extrato padronizado de N. falcifolia.

Fator Soma Graus de Média F p
quadrética liberdade quadrética
(SS) (df) (MS)
tempo (L) 28,00 1 28,00 622,34 0,02
tempo (Q) 37,13 1 37,13 825,14 0,02
proporc¢ao (L) 19,05 1 19,05 423,53 0,03
Propor¢do (Q) 0,92 1 0,92 20,57 0,13
Interacao tempo (L)e 0,49 1 0,49 10,88 0,18
prop (L)
Falta de ajuste 59,30 3 19,76 439,29 0,35
Erro puro 0,04 1 0,04
Total SS 147,36 9

Os graficos apresentando as superficies de resposta do planejamento
composto central 22 para a atividade antioxidante (ICsp) e teor de fendlicos totais estdo

representados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Figura 1 - Grafico de superficie de resposta do delineamento Composto Central 2* para o
teor de fenodlicos totais para os extratos de Nectandra falcofolia
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[ < 400
Bl < 200
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Figura 2 - Grafico de superficie de resposta obtido do delineamento Central Composto 2°
quanto a atividade antioxidante nos extratos de Nectandra falcifolia.

M >4
I <45
Bl < 40
[1<3s
[ <30
B <25

De acordo com o modelo gerado pelo delineamento central composto 27, os
valores de tempo de extragdo e proporcdo droga:solvente para obter o maximo de teor de
fendlicos totais e de atividade antioxidante dos extratos de Nectandra falcifolia obtidos por,
estdo representados nas Figuras 3 e 4, respectivamente, que representam os graficos de

desejabilidade do modelo.
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Figura 3 - Grafico de desejabilidade para o teor de fenolicos totais dos extratos de Nectandra
falcifolia obtidos pelo delineamento central composto 2°.

tempo prop
1600,0 ——————————— —
1032.5 {%1_4 SR [ N QR U WL S )
LT l— L4 L I _ T .
L 1 i{
-200,0
1,0000 f--nnemmmeeennes - S IR, USSR N R —
pe o
J’r h‘l:ln
o - B

-1.414 1.4142 -1.414 1.4142



35

Figura 4 - Grafico de desejabilidade para o delineamento central composto 2* da atividade
antioxidante dos extratos de Nectandra falcifolia.
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Para o extrato padronizado duas outras metodologias foram testadas, além
do teste do radical livre DPPH, sendo elas o burst respiratério e do radical ABTS™.

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de burst respiratorio
estdo apresentados na figura 5. Os dados mostrados representam a ativacdo de neutrofilos
humanos pelo P.M.A na auséncia (neutréfilos controle) ou presenca de neutrofilos adicionado
com o extrato padronizado de N. falcifolia nas massas testadas no volume final de reacdo do
burst respiratorio (n=14). Os dados foram analisados pelo teste ANOVA e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey. Para o controle de neutréfilos a média (n=14)
foi de 32.497 (+4.469) contagens por minuto (C.P.M.), a concentracdo de 20pg apresentou
13.408 (£1.939) C.P.M., concentracao de 30ug apresentou 11.403,28 (+2177) C.P.M. e para a
concentragdo de 40ug proporcionou 9.716 (£1.658) C.P.M.
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Figura 5 — Grafico de ativagdo de neutrofilos humanos pelo P.M.A na auséncia (neutréfilos
controle) ou presenga de neutrofilos adicionado com o extrato padronizado e
otimizado de N. falcifolia nas massas de 20, 30 e 40 ug no volume final de reacao
do burst respiratorio (310uL) (n=14).
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Os dados foram analisados pelo teste ANOVA complementados pelo teste de Tukey * p<0,001 em
relacdo ao controle; **p<0,001 em relagdo ao grupo controle ¢ p<0,01 em relagdo ao grupo de 20 ug
de N. falcifolia.

A atividade antioxidante determinada pelo método do sequestro do radical
ABTS™ também foi testada em 3 concentragdes do extrato padronizado (n=14) de Nectandra
falcifolia: 20, 30 ¢ 40ug. O resultado em porcentagem de inibi¢do apresenta-se expresso na

tabela &:

Tabela 8 - Porcentagem de inibicdo da atividade do radical ABTS+e pelo extrato
padronizado de N. falcifolia nas massas de 20, 30 ¢ 40 pg

Massa Inibicao (%)
40pg 93,50
30pg 93,10
20pg 77,40

A tabela 9 apresenta a comparacao das metodologias antioxidantes DPPH e
ABTS em percentual de inibi¢do (%) e IC50 (ng /mL) para o extrato padronizado de

Nectandra falcifolia nas massas de 20, 30 e 40 pg.
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Tabela 9 - Comparagdo de diferentes metodologias antioxidantes contendo porcentagem de
inibi¢ao e ICsy para diferentes massas do extrato padronizado de Nectandra

falcifolia.

Massa DPPH ABTS

Extrato Inibi¢ao(%) Inibi¢ao(%)
padronizado

40 ng 88,13 93,50

30 ug 67,92 93,10

20 pg 47,71 77,40
IC50 pg /ml 21 17

Portanto, para o extrato padronizado de N. falcifolia, os resultados das

analises de teores de fendlicos e flavonoides, bem como os resultados de atividade

antioxidante por diferentes metodologias encontram-se na tabela 10.

Tabela 10 - Resultados das diferentes metodologias testadas para o extrato padronizado de

N. falcifolia
Metodologias | Flavonoides | Fendlicos Atividade Atividade | Burst
testadas (n  EQ/mg totais antioxidante | antioxidante | respiratorio
extrato) (mg EAG/g | (ICso) DPPH | (ICs0) ABTS | Massa 40
extrato) ug
C.PM
Resultado 41,72+1,92 | 775,03+84,47 | 21,17+2,27 | 17,20 9.716
(£1.658)

O extrato padronizado de N.

falcifolia também foi analisado por

espectroscopia fotoacustica e apresentou o espectro apresentado na figura 6 juntamente com o

resultado de sua a deconvolugao gaussiana.
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Figura 6 - Perfil espectral do extrato padronizado de N. falcifolia obtido por espectroscopia
de fotoacustica e o resultado de sua deconvolug¢do gaussiana apresentando os
principais comprimentos de onda onde houve absor¢des na faixa de comprimento
de onda testado.
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Discussao

Os extratos obtidos utilizando o fatorial 2° foram submetidos as analises de

fenolicos totais e atividade antioxidante pelo método do radical livre estadvel DPPH. Os

resultados obtidos demonstraram que para fendlicos totais a média geral foi 47 % 19€19, 500
mg EAG/g extrato e os efeitos principais que apresentaram significancia foram: para TE:
17,.200£19. 00} g EAG/g extrato, para TA 406.446219.00F ¢ para 2
PROP —53.22{(119, 00}, Os efeitos de interagdo significativos foram: —&Z,75{119, 0}
mg EAG/g extrato (TE x TA) e 1266 83¢x 19, 00% mg EAG/g extrato (TE x PROP).

O teor alcodlico foi a varidvel pura de maior influéncia para a eficiéncia
extrativa, sendo que, quanto maior o TA maior o teor de fendlicos totais. Entretanto, a
interacdo do TA com o TE apresentou efeito negativo, assim como a sua interacdo com a
varidvel PROP. Esses dados indicam que existe uma contribui¢do desfavoravel quando as
variaveis TE e PROP sdo aumentadas a niveis superiores em fun¢do da interacdo entre seus
efeitos com o TA. Sendo assim, o planejamento utilizado demonstra que, nas condigdes
estudadas, a maior eficiéncia extrativa para compostos fendlicos foi obtida com o sistema TA
100%, TE 72h e PROP 1:10 (p/p).

Para a atividade antioxidante pelo método do radical livre DPPH a média
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geral do ICs foi 24,00 (£0,26) (ug /ml), e os efeitos principais foram para TE -1,60 (x0,52)
(ICso (ug /ml ), para TA 0,19 (£0,52) (ug /ml ) e PROP 0,38 (x0,52) (ug /ml ). As intera¢des
significativas entre as variaveis foram: para TE x TA -2,14(x0,52) (ug /ml ) , para TE x
PROP -3,34 (x0,52) (ng /ml ), para TE x PROP 1,84(+£0,52) (ng /ml) e para TA x TE x
PROP -3,47(x0,52) (ug /ml).

Como pode ser observado, o fator que mais influencia para a diminui¢ao das
concentragdes de ICsy € o tempo, sendo que o seu aumento leva a diminuicao dos valores de
ICso. Além disso, as interagdes de TE x TA e de TA x TE x PROP também s3o importantes
para a diminui¢do do valor de ICsy. Sendo assim, a melhora na capacidade antioxidante esta
associada ao aumento do TA, TE e PROP, principalmente em fungdo dos efeitos de interagao
entre fatores.

De acordo com os resultados apresentados para o delineamento fatorial 2°, a
variavel teor alcodlico indicou que quanto maior sua concentragdo melhores foram as
respostas estudadas. Para as duas respostas foram avaliados também o efeito da curvatura para
o modelo gerado e foi encontrado significancia nos dois casos. Sendo assim, a rotacdo do
plano experimental sobre o eixo fez-se necessario para determinar a existéncia de possivel
efeito quadratico. Considerando que a rotacdo do eixo levou ao estabelecimento dos pontos
axiais (-1,4142 e + 1,4142) para este modelo (tabela 2), a execugao do ponto axial superior
ndo foi possivel para TA pois 0 mesmo ja foi testado em sua concentragdo maxima (100%) no
nivel +1.

Em fungdo do exposto, novo delineamento experimental foi desenvolvido :
composto central 2% sendo o fator TA fixado em 100% e ndo mais considerado no novo
delineamento.

Os 10 extratos propostos pelo delineamento composto central 2* foram
preparados em triplicata, desalcoolizados em evaporador rotativo e liofilizados. Os extratos
obtidos foram submetidos as analises de teor de fendlicos totais e atividade antioxidante pelo
método do radical livre estdvel DPPH. Para teor de fenolicos totais o valor da média geral foi
639,79 (1 8,64) mg de EAG/g extrato, ¢ os efeitos principais significativos foram
264, 6818, 64} mg de EAG/g extrato para o TE (L), =181, 16{+11, 433 para o TE (Q),

-252,17¢£8,64) para a PROP (L) ¢ 119 87(+11. 18} para PROP (Q). O efeito de

interacdo que apresentou significancia foi TE (L) x PROP (L) -2897 (+ 12,2). O
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planejamento utilizado demonstrou que, nas condicdes estudadas, a melhor eficiéncia
extrativa para teor de fendlicos foi do extrato produzido com TA 100%, TE 82 horas e PROP
1:08 p/p, como observado no grafico de desejabilidade (figura 3).

Para a atividade antioxidante o valor da média geral em IC50 foi 24,45
(£ 0,15) pg/ml, e os efeitos das variaveis puras que apresentaram significadncia
foram—3. 74¢£0, 18} para o TE (L), % 70420 19¥ para o TE (Q) 3-0BE£0. 15) parg o
PROP (L) 0,90 (£ 0,19) para PROP (Q). O efeito de interacdo significativo foi observado
para TE (L) x PROP (L) -0,70 (* 0,21).

Os modelos obtidos para as duas respostas (tabela 6) apresentaram a analise
de variancia que demonstraram que os modelos estdo ajustados (tabelas 7 e 8).

O valor o6timo predito para o teor de fendlicos totais dos extratos de
Nectandra falcifolia (figura 3), indicou para a variavel TE trés valores 6timos, sendo eles
(codificados): 0, -1 e -1,4142, respectivamente : 48 hs, 72hs e 82 hs (descodificadas). Para a
varidvel PROP, os valores o6timos foram -1 e -1,4142, portanto 1:10 (p/p) e 1:08 (p/p). Para a
atividade antioxidante, o valor 6timo predito para a variavel TE dos extratos obtidos (figura 4)
mostraram que os valores codificados 0 e +1, portanto sdo os 48h ¢ 72 h sdo os que
apresentaram melhor atividade antioxidante. Para a varidvel PROP os valores de IC50 para a
atividade antioxidante apresentaram uma sutil diferenca entre os extratos estudados, como
pode ser visto na figura 4. Assumiu-se como sendo o melhor valor para o pardmetro
proporgao o valor codificado de -1,414 (1:08 p/p).

A partir dos dados apresentados o extrato padronizado de Nectandra
falcifolia foi definido pelo extrato que melhor representou as respostas associadas de teor de
fenolicos e atividade antioxidante. Portanto, o planejamento central composto 2> demonstrou
que, nas condigdes estudadas, o extrato padronizado com maior teor de fendlicos e atividade
antioxidante foi o extrato produzido com TA 100%, TE 72 horas e PROP 1:10 p/p.

Nesse extrato foram realizados dois outros testes de avaliagdo da capacidade
antioxidante. O burst respiratério demonstrou que dentre as massas testadas (20, 30 e 40ug) a
massa de 40ug também apresentou melhor atividade antioxidante em relacdo ao controle
(9.716,57) C.P.M e 32.497,35 C.P.M, respectivamente.

No teste com ABTS o melhor resultado foi obtido também com a massa de
40 pg de extrato, inibindo em 93,5% o radical ABTS™ . Para o experimento com DPPH, a
inibi¢do foi de 88,1% (tabela 8). Assim podemos depreender que diante das metodologias do
DPPH e ABTS o extrato padronizado apresentou alta capacidade antioxidante pelo sequestro

de radicais em ambiente reacional simples. No burst respiratorio, os resultados mostraram
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que, mesmo em um meio reacional complexo como o meio celular, o extrato também foi
capaz de manter a alta capacidade antioxidante. Esta informag¢ao indica a potencialidade de
aplicacdes deste extrato em condi¢des fisio-patologicas que necessitem da regulagdo do
estresse oxidativo para o restabelecimento da condi¢do bioldgica favoravel a manutengdo
celular. Entretanto, experimentos in vivo devem ser realizados com o intuito de comprovar a
atividade em um ambiente ainda mais complexo.

Para caracterizar o extrato otimizado, o mesmo foi analisado quanto por
espectroscopia fotoacustica. A figura 6 apresenta o perfil obtido por esta técnica, bem como a
deconvolugdo gaussiana do mesmo. O espectro ultravioleta de um flavonoide é geralmente
determinado em etanol ou metanol e consiste em 2 picos de absor¢cao maxima entre 240-285
nm (banda II, devido a absor¢ao do anel A) e 300-555 nm (banda I, devida ao anel B). As
flavonas e os flavondis exibem 2 picos de absor¢do méaxima na regido de 240-280 nm para a
banda II (anel A) e 300-380 para a banda I (anel B) [24]. Portanto, pela deconvolucao
gaussiana do extrato padronizado ¢ otimizado de N. falcifolia (figura 10), podemos dizer que
0 pico de absor¢do maxima em 234 nm e 390 nm sdo as bandas II (anel A) e I (anel B),
respectivamente. Isto confirma o a presenca de flavonoides no extrato, corroborando Truiti
(2004) [2]. O teor de flavonoides no extrato padronizado foi determinado e apresentou o valor
de 41,72 (% 1,92) u EQ/ mg de extrato, confirmando a presenga desta classe de compostos
com conhecida atividade antioxidante.

Os resultados aqui apresentados mostram que a utilizacdo de planejamento
experimental no desenvolvimento do extrato padronizado de N. falcifolia com o objetivo
bioldgico especifico na atividade antioxidante foi capaz de atingir éxito, comprovado por
metodologias distintas, e obter informagdes tecnoldgicas de maior abrangéncia que os

delineamentos experimentais classicos, como os efeitos de interagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para o uso da droga vegetal folhas de Nectandra falcifolia alguns
parametros de qualidade foram estabelecidos. Os critérios adotados foram os preconizados
pela Farmacopeia Brasileira (2010). O valor encontrado para cinzas totais foi de 5,55% (p/p)
em média, o teor de umidade foi de 11,91% (p/p) e o teste de substancias extraiveis mostrou
que para a analise desta droga vegetal deve-se utilizar como liquido extrator o etanol 75% e
48 horas de tempo de maceracgao.

Na drea de produtos naturais sdo utilizadas muitas técnicas
espectrofotométricas, e trés delas foram empregadas neste estudo para a determinagdo do teor
de fenolicos totais, teor de flavonoides totais e atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH.
Todas foram validadas quanto aos parametros linearidade, precisdo (intra e inter-corrida),
exatiddo e robustez.

O desenvolvimento de um extrato com alta capacidade antioxidante,
propriedade esta de grande interesse no controle do estresse oxidativo, foi realizado neste
trabalho. O extrato de N. falcifolia foi padronizado e com a atividade antioxidante
comprovado por diferentes métodos foi incorporado a uma emulsdo ndo-idnica na
concentragdo de 1% (p/p). Esta formulagdo foi avaliada quanto a sua capacidade de
penetragdo através da pele. Para isso, a Espectroscopia Fotoacustica foi o método adotado
para a determinacao da presenca da formulacdo em distintas camadas da pele.

O procedimento foi realizado utilizando ratos Wistar machos, em protocolo
previamente aprovado pelo Comité de Conduta Etica no uso de animais em experimentagio,
da Universidade Estadual de Maringa (Parecer n°. 100/2012). Os resultados sugeriram que a
formulacao base esta presente na epiderme mas nao na derme. Apds a aplicagao da dose de 2
mg/cm?” da formulagdo. Em dose mais alta (Sm/cm?), os dados indicam que a formulagio esta
presente tanto na epiderme quanto na derme.

Assim, considerando a atividade antioxidante verificada para o extrato
padronizado liofilizado de Nectandra falcifolia, a aplicagdo de filmes mais finos da
formulagdo contendo o extrato sobre a pele protegeria a epiderme de danos oxidativos, mas se
a protecdo for desejada também para os componentes da derme, tais como fibroblastos, ¢

necessario aplicar maiores quantidades da mesma. Mais experimentos ainda deverdo ser
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realizados para a confirmagao destas informacoes.

Este trabalho alcangou seu objetivo de obter produto padronizado de origem
vegetal para a utilizacdo farmacéutica. O uso topico parece ser viavel considerando os dados
preliminares de estudos de permeabilidade envolvendo o extrato. Portanto o uso de

planejamento experimental para o referido insumo foi eficaz.
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