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RESUMO

A nutrigdo funcional € uma ciéncia integrativa baseada na melhoria das fungdes
fisiologicas de cada individuo, de maneira a garantir o bem-estar e a saude quanto ao
risco de desenvolver alguma doenga ao longo da vida, por meio dos compostos
bioativos aliada aos beneficios dos fitoterapicos antioxidantes, pode contribuir com a
prevencdo de doenga por reduzir o avango de processos inflamatérios. O
envelhecimento se caracteriza por uma reducao na linha de defesa antioxidante e
aumento do estresse oxidativo celular e consequentemente aumento das espécies
reativas de oxigénio (EROs), que podem ocasionar dano celular. Dentro desse
contexto, a utilizacdo de extratos vegetais na prevengao de doengas associadas ao
envelhecimento, pode ser bastante util e passivel de ser aplicada na pratica clinica
sua prevengao. O principal objetivo do trabalho foi avaliar o uso dos extratos secos e
fracdes de diferentes polaridades de Curcuma longa, Panax ginseng e Rhodiola rosea
e os beneficios na redugao do estresse oxidativo. Os extratos foram adquiridos em
farmacia de manipulacdo na cidade de Recife, processados e submetidos a coluna
filtrante com utilizagdo de solventes com polaridade crescente (hexano, acetato de
etila e metanol), obtendo-se trés extratos secos. Foi realizada a caracterizagao
fitoquimica dos extratos brutos e fracionados por Cromatografia de camada Delgada
(CCD) e determinagao do conteudo de fendis totais, taninos, flavondides e cumarinas,
avaliados por métodos espectrofotométricos. Foi realizada a atividade antioxidante
dos extratos brutos das espécies selecionadas, pelo ensaio da atividade quelante do
ion ferroso (FIC), atividade sequestrante de radical livre DPPH, ensaio do método
ABTS e pelo poder antioxidante redutor do ion férrico (FRAP). Para as trés espécies,
os maiores teores de metabdlitos secundarios, foram encontrados nos extratos brutos,
com excegao do teor de cumarinas que foi maior apenas no extrato bruto de duas
dessas espécies: Curcuma longa e Panax ginseng. Na CCD, destacou-se a classe
dos flavonoides, presentes na maioria dos extratos e fracdes. Para os ensaios de
atividade antioxidante, destacou-se a espécie de Curcuma longa, para os ensaios de
FIC, DPPH e ABTS com valores de CEs0 0,244 + 0,016 mg/mL, 57,84 £ 1,68 ug/mL e
41,32 + 0,13 pg/mL respectivamente com capacidade antioxidante superior aos
demais. O extrato das raizes de Rhodiola rosea obteve melhor valor pelo poder
antioxidante redutor do ion férrico (FRAP), com 10,86 + 0,16 mmol/g. Assim, pode-se

concluir que os extratos dessas espécies medicinais apresentam atividade



antioxidante e que C. longa teve maior capacidade de combater os radicais livres,
tendo em vista os valores de CEso encontrados. No entanto, mais estudos séo
requeridos no sentido de avaliar esses compostos para melhor caracteriza-los, assim

como a realizagao de testes de atividade antioxidante in vivo.

Palavras-chave: envelhecimento; nutricdo; antioxidante; plantas medicinais.



ABSTRACT

Functional nutrition is an integrative science based on the improvement of the
physiological functions of each individual to ensure well-being and health regarding
disease prevention throughout life. The usage of bioactive compounds combined with
the benefits of antioxidant phytotherapeutics can contribute to disease prevention by
reducing the evolution of inflammatory processes. Aging is characterized by a
reduction in the antioxidant defense line and increased cellular oxidative stress and
consequent increased reactive oxygen species (ROS), which can cause cellular
damage. Within this context, the use of plant extracts in the prevention of age-related
diseases can be very useful and be applied in clinical practice. The main objective of
this research was to evaluate the usage of dry extracts and fractions of different
Curcuma longa, Panax ginseng, and Rhodiola rosea polarities for reducing oxidative
stress. The extracts were acquired in a compounding pharmacy in the city of Recife,
processed, and undergoing a filter device with increasing polarity solvents (hexane,
ethyl acetate, and methanol), obtaining three dry extracts. Laboratory techniques were
used to identify the phytochemical composition of crude and fractionated extracts
through the content of total phenolics, tannins, flavonoids, and coumarins, evaluated
by spectrophotometric methods. The profile of the phenolic compounds of the samples
was observed through Thin Layer Chromatography (CCD). The antioxidant activity of
the crude extracts of the selected species was verified through ferrous ion chelating
(FIC), DPPH free radical scavenging activity, ABTS, and ferric ion reducing antioxidant
power (FRAP) assays. The highest levels of secondary metabolites were found in the
crude extracts of the species, except for coumarins, whose highest content was found
only in the crude extract of Curcuma longa and Panax ginseng species. In the CCD,
the flavonoid class present in most extracts and fractions was highlighted. For the
antioxidant activity assays, the Curcuma longa species was highlighted for the FIC,
DPPH, and ABTS assays with CEso values of 0.244 + 0.016 mg/mL, 57.84 + 1.68
pg/mL, and 41.32 £ 0.13 pg/mL respectively, with a higher antioxidant activity. The
Rhodiola rosea root extract obtained a better antioxidant power value in FRAP, with
10.86 + 0.16 mmol/g. Thus, it can be concluded that the extracts of these medicinal
species show antioxidant activity, and that Curcuma longa had a greater capacity for

fighting free radicals, considering the CEso values found. However, more studies are



required to evaluate and better characterize these compounds, as well as to perform

in vivo antioxidant activity tests.

Keywords: aging; nutrition; antioxidants; medicinal plants.
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1 INTRODUGAO

O envelhecimento pode ser definido como um processo natural, progressivo e
irreversivel que acomete todas as pessoas e € acompanhado por uma variedade de
mudangas fisioldgicas, psicolégicas, econdmicas e sociais. Essas mudangas podem
acarretar perda da capacidade de adaptagdo e resisténcia ao meio ambiente,

aumentando o risco de desequilibrios funcionais e metabdlicos (OPAS, 2005).

Por definigdo a Organizagédo das Nagdes Unidas (ONU) considera um individuo
idoso aqueles com idade igual ou superior a 60 anos nos paises em desenvolvimento
(WHO, 2002). No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o percentual de idosos mais que dobrou nos ultimos 50 anos.
Entretanto, nem todas as pessoas com idades superiores possuem a mesma

progresséo do envelhecimento (WHO, 2005).

Quando consideramos esse processo de envelhecimento do ponto de vista
celular, temos o conceito de senescéncia (FRIDLYANSKAYA et al., 2015). Durante o
ciclo da vida, do nascimento até aproximadamente 25 anos de idade, todas as divisdes
celulares tém carater geral de formagao do corpo adulto. Apds essa faixa etaria,
estando o corpo adulto formado, os processos quimicos visam a manutengao do corpo
maduro e o processo de envelhecimento celular se instaura, sendo que o
envelhecimento cronolégico pode compativel com o envelhecimento biolégico
(FRIDLYANSKAYA et al., 2015).

Um dos fatores que pode contribuir para a prevencao desse desequilibrio e
reducao das doengas cronicas-degenerativas € a nutricao celular adequada aliada aos
beneficios das plantas medicinais, para contribuir com a longevidade bem sucedida
entre os idosos (LOSCHI e MARQUES, 2017).

A nutricdo funcional € uma ciéncia integrativa fundamentada em evidéncias
cientificas que vem se destacando por compreender a interacdo entre todos os
sistemas do corpo, enfatizando as relagdes que existe entre a bioquimica, a fisiologia
e 0s aspectos emocionais e cognitivos do organismo (PASCHOAL et al., 2014). Sendo
assim, baseia-se tanto na prevencao, como no tratamento de doengas, com foco na

avaliagao de aspectos bioquimicos de cada organismo e levando em consideragao a
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suscetibilidade genética de cada individuo no desenvolvimento da doencga
(PASCHOAL et al., 2014).

A Fitoterapia vem aliar-se a Nutricdo Funcional na prevengéao e tratamento das
diversas disfungdes organicas e o restabelecimento da saude, uma vez que consiste
no estudo dos elementos quimicos presentes nas plantas (KALLUF, 2015). Na pratica
clinica do nutricionista, o profissional tem o papel relevante na utilizagao dos recursos
oferecidos pela fitoterapia, sendo essa pratica regulamentada. Nesse sentido, as
plantas medicinais apresentam substancias com beneficios em reduzir o estresse
oxidativo e consequentemente prevenir o envelhecimento, aumentando a

longevidade.

Um exemplo € Curcuma longa, uma planta medicinal altamente cultivada em
areas tropicais (LEE et al., 2004). Seu rizoma é utilizado na forma de pé como um
aditivo a alimentos, e usado em desordens hepaticas e de reumatismo. Seus produtos
isolados mostram uma forte agao antioxidante, inclusive no envelhecimento (MIQUEL
et al., 2002). E quando associada ao consumo de alimentos frescos e natural, frutas,
legumes, peixes, azeite, oleaginosas cereais e graos, como a dieta do Mediterraneo
aumentam a protecdo contra os radicais livres e prevencao do envelhecimento
(KUSUMAWATI et al., 2018).

Outra planta medicinal com acdo comprovada cientificamente € Rhodiola
rosea. Trata-se de uma planta medicinal adaptdégena, que possui substancias que
possibilitam o aumento da resisténcia a diversos estressores quimicos, biolégicos e
fisicos, sendo bastante utilizada no ajuste metabdlico e redugdo da fadiga
(PANOSSIAN, 2013). Um grupo de pesquisadores mostraram que a mesma também
aumenta a linha de defesa antioxidante, sendo capaz de reduzir o estresse oxidativo
(CHEN et al., 2016).

E Panax ginseng também teve sua agao antioxidante comprovada e é um dos
fitoterapicos mais utilizados no mundo, proporcionando a melhora do desempenho
cognitivo e o humor (SUNRAM-LEA, S.I et al, 2005).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é um processo complexo e multifatorial (WHO, 2005). O
ponto de corte adotado pela Organizagdo das Nacdes Unidas (ONU) para os paises
em desenvolvimento € de 60 anos, ja para os paises desenvolvidos, onde a
expectativa média de vida € maior, o ponto de corte é de 65 anos (WHO, 2002). Na
legislacao brasileira na lei n°® 8.842/94, que dispde sobre a Politica Nacional da Pessoa
Idosa — PNI, considera idosa a pessoa com idade equivalente ou superior a 60 anos
(BRASIL, 1994).

Em todo o mundo, a populagdo com 60 anos ou mais cresce mais rapidamente
do que todos os grupos etarios mais jovens. A populagdo com mais de 60 anos
apresenta uma taxa de crescimento de cerca de 3% ao ano (HAGEN, 2011).
Atualmente o Brasil tem mais de 30,6 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais, O
que representa 16,7% da populagédo do pais, que ja ultrapassa a marca dos 210
milhdes (IBGE; 2022). O cenario segue como uma tendéncia mundial, uma vez que
os idosos poderdo chegar a dois bilhdes até 2050, correspondendo a um quinto da
populacdo mundial. Em 2025, o Brasil tera a sexta maior populacéo idosa do mundo
(WHO, 2005).

Uma projecao do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica realizada em
previa que o numero de idosos ultrapassaria o de jovens no Brasil em 2031, ou seja,
em 2031 havera 102,3 idosos para cada 100 jovens. E essa diferenca aumentara em
2055, quando os jovens somarado 34,8 milhdes e os idosos, 70,3 milhées como
podemos observar na Figura 1. Nesse momento, o pais terda um indice de
Envelhecimento de 202 idosos para cada cem jovens (IBGE, 2018). Isso se deve ao
declinio nas taxas de fecundidade, natalidade e mortalidade, com consequente
aumento da expectativa de vida (RODRIGUES - WONGO; CARVALHO, 2008;
ESKINAZI et al., 2011).

Além disso, os avancos tecnoldgicos das terapéuticas, o maior acesso da
populagao as redes gerais de agua e esgotamento sanitario, maior acesso a atencao

a saude, as campanhas de vacinagao, acesso a informacao, entre outras agdes da
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Saude Publica, contribuiram decisivamente no aumento da expectativa de vida da
populagao brasileira (DUARTE, 2012).

Figura 1: Numero de jovens e de idosos e indice de Envelhecimento (IE)
Brasil: 2010-2060
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Fonte: IBGE, projegdes de populagéo (2018).

Biologicamente, o envelhecimento caracteriza-se por uma reducao na linha de
defesa antioxidante que induz a um maior estresse oxidativo celular. Como
consequéncia, ha o aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs), em fungéo
da elevacdo da quantidade de proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucléicos
oxidados, além do declinio do metabolismo mitocondrial de ATP, ocasionando dano
celular (STADTMAN, 2006; VINA, 2006). Existem mudltiplos fatores associados ao
processo de envelhecimento: fatores moleculares, celulares, sistémicos,
comportamentais, cognitivos e sociais (SANTOS et al., 2009).

O processo de senescéncia pode levar a alguns agravos a saude com
complicagdes fisicas, psicolégicos e sexuais como: perda do potencial cognitivo,
aumento dos sintomas de estresse crénico, elevada prevaléncia de deméncia senil,
aumento do risco de fragilidade, processo de sarcopenia, aumento no tempo de reparo
tecidual, aumento nas taxas de depresséao, além de enfermidades motoras, crbénicas
e degenerativas (BALTES, 2006). Esse processo esta relacionado com a redugéo na
producao de testosterona o que consequentemente ira causar a redugao do horménio,

alterar os receptores de androgenos e a atividade de sirtuinas (SIRT), levando a
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redugcdo na produgao energeética de todas as células e a essas complicagdes
(HISASUE, 2015).

Um dos fatores que pode contribuir para a preveng¢ao desse desequilibrio e
reducao das doengas crdonicas-degenerativas € a nutricdo celular adequada aliada aos
beneficios das plantas medicinais para contribuir com a longevidade bem sucedida
entre os idosos (LOSCHI, MARQUES, 2017).

2.2 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sao substancias que apresentam um elétron desemparelhado
em sua camada de valéncia, tornando-os altamente instaveis e reativos, visto que
buscam estabilidade na oxidacdo de moléculas (FERREIRA, 1997).

Os mecanismos de geragao de radicais livres ocorrem, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma e sao intensificados pelos ions ferro e cobre
(KOURY, 2003). A mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a
principal fonte geradora de radicais livres (GREEN, 2004).

Outra fonte importante geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH
oxidases. Essas se referem a proteinas transmembrana que tém a funcao de transferir
os elétrons através das membranas celulares (BERNARD, 2007).

Por estarem instaveis, os radicais livres, tentam se estabilizar oxidando
moléculas como, DNA, RNA, proteinas e lipidios. Quando um radical livre oxida um
lipidio de membrana plasmatica, prejudica sua agao e torna a membrana celular mais
permeavel a entrada de outros radicais livres, os quais podem ter acesso as estruturas
intracelulares e oxidar proteinas (HALLIWELL B, WHITEMAN, 2004). A oxidagao
ainda pode ocorrer com lipidios da membrana nuclear, podendo deixar o DNA exposto
a acao de radicais livres contribuindo para o desenvolvimento de doencgas, como
cancer e doencas neurodegenerativas (WELCH, 2002).

E importante compreender que a produgdo de radicais livres & inerente a vida,
sdo gerados durante o metabolismo energético e a utilizacdo de antioxidantes em
quantidades adequadas pode contribuir na redugcdo ou neutralizagdo dos radicais
livres (LEE et al., 2004).
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2.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sédo definidos como substancias capazes de neutralizar os
radicais livres e espécies nao-radicais, presentes em menores concentragdes que as
do substrato oxidavel atrasando ou inibindo a oxidacdo de maneira eficaz
(HALLIWELL, 2004). Essas atividades podem ser alcangcadas através de diferentes
mecanismos de acao, tanto impedindo a formacao dos radicais livres ou espécies ndo-
radicais, quanto a acado desses ou favorecendo o reparo e a reconstituicdo das
estruturas bioldgicas lesadas (KOURY, 2003). Esse sistema é dividido em enzimatico
e n&o-enzimatico.

O sistema nao-enzimatico, € constituido por grande variedade de substancias
antioxidantes, que podem ter origem endogena ou dietética (CLARKSON, 2000),
como vitaminas C, E, A, selénio, zinco, coenzima Q10 e os compostos bioativos
presentes de alimentos como o resveratrol, curcumina e as catequinas (MULLER,
KERSTEN, 2003). Entre os compostos antioxidantes presentes naturalmente nas
plantas medicinais, destacam-se os tocoferois, os compostos fendlicos e os taninos
(SANTOS-BUELGA e SCALBERT, 2000).

De origem endogena, os antioxidantes enzimaticos como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPx) agem por meio de mecanismos de prevencéao, impedindo
ou controlando a formacgao de radicais livres e espécies nao-radicais, envolvidos com
a iniciagao das reagdes em cadeia que levam a propagac¢ao e aumento do processo
e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

A SOD e a GPx podem ser encontradas no citoplasma e na mitocéndria. No
citoplasma é dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn) e na mitocondria necessita
do manganés como co-fator (SOD-Mn). Enquanto a GPx pode ser dependente ou néo
de selénio (GREEN, 2004).

As enzimas CAT e GPx agem impedindo o acumulo de peréxido de hidrogénio.
Essa acao integrada é de grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por
meio das reagdes de Fenton e Haber-Weiss, com a participacdo dos metais ferro e
cobre, culminam com a formacdo do radical OH®, contra o qual ndo ha sistema
enzimatico de defesa (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; GREEN, 2004).
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A atividade dessas enzimas muitas vezes depende da participagcdo de
cofatores enzimaticos, especialmente antioxidantes de origem dietética. Desta
maneira, podemos enfatizar a importancia de uma dieta rica em compostos bioativos,
que pode favorecer a resposta antioxidante do organismo frente aos radicais livres
(YANG et al., 2020).

Finalmente, entende-se por estresse oxidativo a situagéao em que a geragao de
radicais livres supera a capacidade de defesa antioxidante, trazendo implicagdes de
saude. Logo, o agravante ndo é a geragao de radicais livres por si s0, € a capacidade

de defesa antioxidante prejudicada.

2.3 NUTRICAO FUNCIONAL

A alimentacdo € um dos fatores centrais para a saude e qualidade de vida do
individuo. Um padrao alimentar equilibrado proporciona melhor condi¢gado de saude e
contribui diretamente na prevencgéao e controle das principais doengas que acometem
os idosos (WHO, 2002).

Tendo em vista as mudancas no estilo de vida da populagdo como as
mudancgas dos habitos alimentares e o aumento da inatividade fisica tem sido
crescente o aumento no interesse em estudar a correlagdo que essas mudangas tém
sobre a saude da populacdo (SCHRAMM, et al., 2004). Esse interesse crescente
impulsionou os avangos nos estudos que demonstram as associagdes entre padrdes
alimentares e o risco de desenvolvimento de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis
(DCNT), que representam a principal causa de morte no mundo todo (SCHMIDT,
2011).

Estudos mostram que as DCNT podem ter surgido em decorréncia da transi¢cao
epidemioldgica e nutricional que iniciou com a industrializagao (MS, 2011). O aumento
no numero de idosos, a inatividade fisica e as mudangas no padrao alimentar da
populacéo, caracterizado com o aumento no consumo de alimentos industrializados,
levaram ao cenario epidemioldgico que estamos vivenciando (WHO, 2005). Logo, as
DCNT sao uma consequéncia da complexa relacdo entre genes, ambiente e dieta
(CARNAUBA, et al., 2018).

No entanto a utilizacado de alimentos na prevencao de doencas ou até mesmo

o tratamento é considerada ha muitos anos. Entretendo, apenas no final do século
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passado houve aumento no interesse por esse assunto, e o termo alimento funcional,
que se tornou amplamente utilizado, passando a ser conhecido pelo publico em geral
e intensificando as pesquisas nesta area (SIRO et al., 2008).

Para melhor entendimento do funcionamento do organismo e prevencéo de
desequilibrios organicos que podem acarretar em doengas, a adesao de uma
abordagem integrativa que considere todos os fatores associados com o surgimento
das doengas é essencial (OTANI; BARROS, 2011)

Neste contexto, considerando que a nutricdo € determinante no processo de
patogénese de inumeras doengas, uma visao integrativa envolvendo esse aspecto
torna-se necessario, uma vez que possui a capacidade de reduzir o risco de doengas
e fornece suporte para os outros fatores ndo modificaveis como poluicdo ambiental,
estresse, entre outros (PASCHOAL et al., 2014).

A nutricao clinica funcional compreende a interacao entre todos os sistemas do
corpo, destacando as relagdes que existem entre bioquimica, fisiologia e aspectos
emocionais e cognitivos do organismo e tem como principal objetivo reestabelecer o
organismo pelo equilibrio dos nutrientes (PASCHOAL et al., 2014).

E considerada uma ciéncia integrativa fundamentada em evidéncias cientificas,
cuja pratica engloba a prevencgao e tratamento de doencas, com foco na avaliagao de
aspectos genotipicos e bioquimicos individuais e considerando o gendétipo de cada
individuo e sua susceptibilidade genética ao desenvolvimento da doenga (PASCHOAL
etal., 2014).

A nutrigao funcional tem como principal objetivo reestabelecer o organismo pelo
equilibrio dos nutrientes através de cinco principios basicos como individualidade
bioquimica, tratamento centrado no individuo, equilibrio nutricional e
biodisponibilidade de nutrientes, saude como vitalidade positiva e teia de
interconexdes metabdlicas (SOUZA et al., 2016).

O estudo da individualidade bioquimica de cada pessoa permite que o
nutricionista possa prescrever uma dieta mais personalizada, com a inclusao de
alimentos que irdo promover o bom funcionamento do organismo, corrigindo falhas
que possam estar atrapalhando a prevencdo de doengas. Com base nessas
avaliagdes sera possivel promover orientagdes que permitam mudangas, tratando
problemas existentes, promovendo a saude integral e reduzindo o risco de doengas
(NAVES et al., 2014).
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Sendo assim, podemos observar que a alimentagdo desempenha um papel
importante, tanto na promogéo da qualidade de vida quanto na prevencao de doengas
crbnicas nao-transmissiveis e pode impactar no processo de envelhecimento
(LOUVISON, ROSA, 2010).

Nesse cenario de cuidado integral, podemos perceber que a utilizacédo de
praticas complementares voltadas a saude, com plantas medicinais para aliviar ou
mesmo curar algumas doengas tem sido empregada (SZERWIESKI et al., 2017). Além
disso, podem fornecer nutrientes essenciais para o ser humano, por conterem
compostos bioativos que exercem diversas atividades biolégicas como
antimicrobiana, anticancerigena, antiviral, anti-inflamatéria e antioxidante (SOARES
etal., 2021).

Sendo assim, uma abordagem funcional e integrativa, tem o objetivo de aplicar
condutas voltadas para o equilibrio funcional e nutricional do organismo modulando
respostas frente ao gendtipo e fatores que predispdem desequilibrios e doencgas,
promovendo a saude (MARQUES, PIMENTEL, MANOSSO, 2019).

2.4 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais acompanha a histéria do homem, registros
arqueoldgicos mostram a sua importancia cultural desde 60.000 anos A.C. (ALLEN,
2012). Povos antigos como os Egipcios, Gregos, Hindus, Persas e os povos da
Ameérica Pré-colombiana, utilizavam bastante os recursos terapéuticos, contribuindo
para a construcdo dos sistemas de Medicina Tradicional espalhados ao redor do
mundo (PINTO et al., 2002).

Segundo a Organizagado Mundial de Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populagcao de paises em desenvolvimento aderem as praticas tradicional na atencao
primaria a saude e que 85% desses fazem uso de plantas medicinais (PANIZZA, 2017,
CARVALHO, 2008).

A utilizacdo de plantas medicinais no Brasil € anterior a chegada dos
portugueses em 1.500. Pouco a pouco, os colonizadores entenderam os recursos da
medicina indigena, agregando-a em sua propria farmacopeia (MS, 2002).

Ao longo dos séculos XVI, XVII e XVIII, produtos derivados da biodiversidade

vegetal brasileira foram amplamente empregados na Europa, alimentando uma
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lucrativa rede comercial (ROCHA et al., 2015). Mesmo diante de uma diminui¢cao do
uso de plantas medicinais nas décadas de 40 e 50, em virtude da industrializacao
associada a desvalorizag&o da cultura popular (FIGUEIREDO, GURGEL; GURGEL
JUNIOR, 2014).

A fitoterapia € uma pratica complementar em saude conhecida e utilizada a
bastante tempo nos servigos publicos no Brasil. Em alguns municipios, tem crescido
o interesse dos profissionais de saude na area, com o objetivo de melhorar o trabalho,
adquirindo novas ferramentas como a fitoterapia no Sistema Unico de Satude (SUS)
com a expansao da Estratégia Saude da Familia (SCHULZ et al., 2002).

Nos ultimos anos houve o aumento do uso de fitoterapicos, como recurso
medicinal principalmente, devido ao alto custo dos medicamentos sintéticos, ao dificil
acesso a assisténcia médica e a tendéncia ao uso de produtos naturais comumente
utilizado na sociedade (BRUNING, 2012).

Entretanto, mesmo com a instituichio do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos que objetiva garantir a populagdo brasileira 0 acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, alguns cuidados como
0 uso, o cultivo, a colheita e a forma de preparo devem ser considerados para
manutengao da funcionalidade terapéutica das plantas medicinais (MS, 2016).

Sendo assim, a fitoterapia € uma possibilidade de atuar como coadjuvante nos
tratamentos alopaticos, tendo em vista que uma parcela da populacédo ndo tem acesso
a esses medicamentos, fato que incentiva a busca por alternativas mais econémica e
desde que sejam levadas em consideragao suas possiveis complicagdes (BRUNING,
2012; GIULIETTI, 2005).

Na pratica clinica do nutricionista, o profissional tem o papel relevante na
utilizacdo dos recursos oferecidos pela fitoterapia. A adocdo desta pratica é
regulamentada e requer conhecimentos e habilidades para que este profissional
possa complementar a sua prescricdo dietética com embasamento cientifico. De
acordo com a Resolucdo CFN 525/2013 adicionada da Resolugdo CFN 556/2015, o
nutricionista, enquanto profissional da saude, pode complementar a prescricdo
dietética com evidéncia cientifica quando houver indicagdes terapéuticas relacionadas
com suas atribui¢cdes legais, sendo um método de tratamento caracterizado pela
utilizacao de plantas medicinais em suas diferentes preparacdes e tendo em vista que

essa pratica é regulamentada pelo Conselho Federal de Nutrigcao.
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Os polifendis sdao moléculas derivadas de plantas medicinais que podem atuar
como compostos bioativos e possuem diversas comprovagdes a respeito de seus
efeitos positivos a saude. Constituem a maior classe de metabdlitos encontrados na
natureza, e apresentam grande importancia fisiologica nas plantas medicinais, como
por exemplo na protegdo contra patdgenos, herbivoros e radiagao ultravioleta, além
de serem responsaveis por diversas atividades biologicas descritas na literatura
(BEHLING et al., 2008).

Esses compostos apresentam uma grande variedade estrutural, que vai desde
moléculas simples, quanto complexas, e que apresentam pelo menos um anel
aromatico substituido por uma hidroxila (GANESAN, XU, 2017). Os polifendis sao
diferenciados pelo seu esqueleto principal podendo apresentar-se como: fendis
simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, lignanas, ligninas e taninos
(SIMOES et al., 2017).

2.4.1 Curcuma longa

E considerada um alimento funcional, porém ha tempos é utilizada como
especiaria, devido ao seu forte sabor e a sua coloracdo (ALMEIDA, 2006). E uma
especie originaria do sudeste asiatico sendo encontrada principalmente nas encostas
de morros das florestas tropicais da india, pertencente & familia das Zingiberaceae
(ALMEIDA, 2006).

E uma planta de pequeno porte conhecida popularmente como "turmeric"
(Figura 3) em paises de lingua inglesa, € o nome popular mais citado nas referéncias
consultadas. Também é conhecida como "jiang huang" em paises orientais, a exemplo
da China, e como "haldi" no Paquistao (CHIN-CHEN, 2010; SOUZA, 1998).

Foi introduzida no Brasil na década de 1980 e é cultivada em diversas regides,
segundo OLIVEIRA et al. (2019) suas denominagdes populares sdo "curcuma",

"acafrao", "gengibre dourado" e agafrao da terra (VILELA, 2008).
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Figura 2. Espécie Curcuma longa L.

Fonte: Oficina de ervas (2022).

O rizoma da espécie € utilizado na forma de pd, como um aditivo a alimentos,
como indicacdo para desordens hepaticas e de reumatismo. Seus produtos isolados
mostram uma forte acado antioxidante, inclusive no envelhecimento (MIQUEL et al.,
2002). Estudos mostram que Curcuma longa associada ao consumo de dieta do
Mediterraneo tem sido utilizada para aumentar a protecado contra os radicais livres e
prevencao do envelhecimento (KUSUMAWATI et al., 2018).

Além disso, DOODY et al. 2014; SALLOWAY et al., 2014 mostraram que
modificagdes na dieta ou a suplementacgao sao utilizadas como tratamento de doengas
associadas a idade. Para entender como as intervencbes dietéticas afetam o
envelhecimento em nivel molecular, muita atencdo estd sendo dada a seus
componentes individuais, a maioria dos quais possui alto componente de polifenol ou

produz polifendis como metabdlitos secundarios.

Os polifendis sdo o maior grupo de fitoquimicos e foram relatados como tendo
fortes atividades antioxidantes em estudos in vitro e in vivo (MOLINO et al. 2016;
SCHAFFER et al. 2012).

Curcuma longa possui quantidades significativas de curcumindides, compostos
fendlicos responsaveis por sua coloragao amarelo — alaranjada, dentre eles podemos
citar a curcumina, desmetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina, sendo a curcumina
(Figura 3) o componente encontrado em maior concentracdo (AK; GULCIN, 2008;

POUDEL; PANDEY; LEE, 2019). Esses componentes s&o 0s principais responsaveis
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pela atividade farmacolégica da curcuma (ALSAMYDAI; JABER, 2018;
FABIANOWSKA-MAJEWSKA et al., 2021).

Figura 3 — Estrutura quimica da curcumina.

Fonte: Chemspider (2022).

O principal componente responsavel pelas principais propriedades terapéuticas
atribuidas ao agafrao € a curcumina, incluindo atividades antioxidantes, anti-
inflamatadrias, antimutagénicas e antimicrobianas, além de outras citadas na literatura
(SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

A estrutura molecular e sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica fornecem um caminho promissor para a neuroprotecdo. E a
presenca de estresse oxidativo e inflamagao ao redor dos neurénios e células da glia
que esta significativamente associada ao envelhecimento e lesdao cerebral
(SERENIKI, BARBATO, 2008).

Na industria alimenticia, a curcuma vem sendo utilizada como corante natural,
aromatizante, estabilizante e em especiaria em preparagdes alimenticias
(MASCARENHAS, 1998). Curcuma longa L. tornou-se um dos produtos vegetais mais
populares e com a utilizagdo cada vez mais frequente, seja como fitoterapico,

suplemento alimenticio ou na tecnologia de alimentos.

2.4.2 Panax ginseng

A denominacgao de “ginseng” refere-se a raiz ou rizoma de Panax ginseng C.A.
Meyer (familia Araliaceae), uma planta perene de pequenas flores brancas que
florescem a partir do terceiro ano do seu ciclo de vida e com bagas vermelhas, os
frutos (FERNANDES, 2011).
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Panax ginseng C.A. Meyer, € uma planta medicinal popularmente conhecido
como ginseng e é amplamente utilizado na medicina tradicional, suas raizes séo
utilizadas ha mais de 2000 anos, ela é reconhecida como uma erva valiosa em muitos
paises asiaticos, como Japdo, China, Coréia e cultivada em todo o mundo para
melhoria de fungdes fisiolégicas e tratamento de diversas condi¢des fisiopatolégicas
(RAMESH et al., 2012; BHATTAACHARYA SK, MITRA SK., 1991).

No Brasil, P. ginseng (Figura 4), esta na lista de medicamentos fitoterapicos
de registro simplificado da ANVISA com a indicagao para casos de estado de fadiga
fisica e mental (ANVISA, 2014). Pode ser encontrado na forma de: po, xarope, vinho,
comprimidos, capsulas, suplementos alimentares e cosméticos (MURTHYA;
DANDINB; PAEKA, 2014).

Figura 4. Espécie Panax ginseng C.A. Meyer

L

Fonte: Gois (2010).

Esta espécie possui varias moléculas bioativas, entre elas saponinas, acidos
polissacarideos, peptideos, poliacetilenos, alcaloides e compostos fendlicos (BAI et
al., 2016). Mais de 40 tipos de saponinas ja foram isoladas, sendo denominadas de
ginsenosideos (Figura 5) e representam os componentes ativos responsaveis pelas
atividades farmacolégicas (CHO et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura quimica dos ginsenosideos.

HO

Fonte: Chemspider (2022).

Apesar da grande diversidade de espécies quimicas presente na raiz de
ginseng, sao os ginsenosideos que apresentam maior destaque como atividade
biologica, além de se encontrarem em quantidades elevadas, em relacdo demais
compostos (ANDRADE, 2009).

Mais de 30 ginsenosideos ja foram extraidos do ginseng e podem estar
associados a uma variedade de agdes terapéuticas no nivel do sistema nervoso

central (SNC), sistemas cardiovascular e enddcrino (ATTELE et al., 1999).

Dentre as atividades farmacolégicas descritas na literatura para P. ginseng se
destacam a atividade anti-inflamatdria, efeitos neuroprotetores, cardioprotetores e
hepatoprotetores, agdo antioxidante no sistema reprodutor e sistema imunoldgico,
além de atividade antidiabética, antitumoral (ZHENG et al., 2018). Por isso vem sendo
amplamente consumido como agente preventivo e terapéutico.

Panax ginseng além de aumentar o metabolismo e a fungdo imunoldgica
também exerce atividades antienvelhecimento. Huang (2019), mostrou que varios
ginsenosideos atuam na melhora das habilidades de aprendizado e memadria em
pacientes com Doenca de Alzheimer (DA). Alguns estudos tém demonstrado que o
ginseng atenua eficientemente alteragdes patoldgicas em modelos celulares e
animais com DA, doenca de Parkinson (DP) e até mesmo doenga de Huntington
(BAAKE et al.; ZHONG et al., 2017).

Além disso, tem sido observado que o ginseng exerce efeitos neuroprotetores

na DP, por meio de alguns mecanismos, dentre eles como antioxidante. No geral, o
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ginseng € uma erva que pode contribuir no envelhecimento bem conhecida devido
as suas propriedades de intervengdo em varias doengas e diversos mecanismos de
protecdo (HUANG et al., 2019).

Provavelmente os varios efeitos farmacologicos dos ginsenosideos sao
devidos a sua semelhanga na estrutura quimica com os hormoénios esteroides
triterpendides e sua natureza anfifilica sendo capaz de se intercalar nas membranas
plasmaticas (ATTELE et al., 1999).

2.4.3 Rhodiola rosea

Rhodiola rosea L. também conhecida como Rodiola, raiz-dourada, raiz-de-
ouro e raiz-do-artico, pertence a um género de plantas suculentas, perenes da familia
Crassulaceae (KHANNA et al., 2017). Os rizomas e raizes das espécies de Rhodiola
representam as partes mais utilizadas, por conterem seus principais compostos
bioativos (TAO et al., 2019).

E uma planta nativa da Sibéria, utilizada em varios paises da Europa Ocidental
e Asia devido ao seu potencial poder adaptégeno, sendo atribuidas & presenca de
compostos fendlicos especificos que refletem principalmente na atividade
antioxidante, tendo relagdo com a melhora da resisténcia do organismo a agentes
fisicos, quimicos e bioldgicos causadores de estresse e apresentando uma influéncia
de regularizar sistemas corporais (BARNES, 2012).

E uma planta popular da medicina tradicional, cresce em areas frias e de
grandes altitudes, em fendas das montanhas e rochas ingremes nas colinas e em
falésias maritimas nas regies articas da Europa, Asia, América do Norte e regides
montanhosas do sul da Gra-Bretanha (Figura 6). A planta atinge aproximadamente 70
centimetros de altura e produz flores amarelas (BROWN, 2002; CHIANG, 2015;
PANOSSIAN, 2010).
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Figura 6: Espécie Rhodiola résea L

Fonte: Rhodiola rosea (plant-identification.co.uk) (2022).

Rhodiola rosea é bastante utilizada no ajuste metabdlico, redugao da fadiga,
longevidade e capacidade cognitiva, além de demonstrar aumento na linha de defesa
antioxidante, sendo capaz de reduzir o estresse oxidativo (CHEN et al., 2016). Por
isso tem sido empregada na prevencgao do envelhecimento (ZHUANG et al. 2019).

Suas propriedades farmacoldgicas estao relacionadas com a capacidade de
modular a ativacdo de varios componentes do sistema de resposta ao estresse,
porque promove aumento moderado de endorfinas imunorreativas séricas,
proporcionando sensacao de bem estar e antifadiga (BROWN, 2002). Seu potencial
antioxidante esta associado diretamente a sua atividade adaptogénica (CHIANG,
2015; PANOSSIAN, 2010).

Nos ultimos anos, Rhodiola rosea se tornou bastante popular, ndo apenas em
preparagdes farmacéuticas, mas também em aditivos alimentares, suplementos
dietéticos e bebidas oferecidos em todo o mundo principalmente no meio de
praticantes de atividade fisica e esportistas (GRECH-BARAN, 2015).

Também tem sido utilizada no tratamento de doencas cardiacas, depressao,
ansiedade, passando a ser recomendada para pessoas idosas (BROWN, 2002;
PANOSSIAN, 2010).

Os constituintes quimicos responsaveis pelas atividades farmacologicas
atribuidas a raiz e ao rizoma de Rhodiola rosea nao sao totalmente conhecidos, mas

acredita-se que o tirosol e o salidrosideo (rodiolosideo), bem como os compostos
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cinamilicos (fenilpropandide) e glicosideos (rosina, rosavina, rosarina), além do acido
galico, sejam importantes para determinadas atividades farmacoldgicas atribuidas a
planta (SSARATIKOV, 1968; TOLONEN, 2003; SOKOLOV, 1985; BOOKER et al.,
2016).

Figura 7: Principais compostos bioativos de Rhodiola rosea L.
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Fonte: Doretto, (2019).

Dentre os compostos fendlicos, incluindo acidos fendlicos (clorogénico,
hidroxicindmico) e taninos, os flavonoides representam a classe de constituintes
quimicos mais frequentes no género Rhodiola, porém eles sao comuns a todos, néo
sendo considerados de destaque para diferenciacdo entre as espécies do mesmo
género (TAO et al., 2019).

O estresse oxidativo desempenha um papel importante na progresséo da DA,
assim como em outras doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, sendo esse

o principal fator de risco para o desenvolvimento dessas patologias (LI et al., 2017).
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No entanto, pesquisas mostram que o salidrosideo protege os neurdnios do
estresse oxidativo ativando as enzimas antioxidantes reduzindo a expressao
apoptética neural que esta relacionada com a DA (ZHANG et al., 2010).

Estudos recentes avaliaram os antioxidantes como estratégias terapéuticas
para pacientes com DA (CHOI et al., 2012), onde mostraram um aumento significativo
nas atividades das enzimas CAT, SOD e da GSH-Px e reduziu o conteudo de
malondialdeido (MDA) 6rgaos e tecidos de camundongos (MECOCCI P, POLIDORI
MC, 2012). Portanto, Rhodiola rosea também pode ser um potente antioxidante com
potenciais efeitos terapéuticos em doencgas relacionadas ao envelhecimento.

Diante do exposto, vemos que existem registros historicos de uso das plantas
medicinais com propriedades terapéuticas, dentre elas a atividade antioxidante que
pode contribuir na redugéo do estresse oxidativo. Essas evidéncias justificam uma
investigacdo mais aprofundada do uso das plantas medicinais estudadas no combate

aos radicais livres e na prevencgao do envelhecimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a atividade antioxidante de plantas medicinais utilizadas na prevencido do

envelhecimento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar caracterizagao fitoquimica dos extratos secos e fragdes de diferentes
polaridades de Curcuma longa, Panax ginseng e Rhodiola rosea e avaliar o uso destes
na reducao do estresse oxidativo;

e Obter fragdes de baixa, média e alta polaridade de Curcuma longa, Panax ginseng
e Rhodiola rosea;

e Caracterizar quimicamente as classes de polifendis presentes nos extratos e
fragbes através de cromatografia por camada delgada (CCD);

e Quantificar por espectrofotometria UV o conteudo de fendis totais, taninos,
flavonoides e cumarinas;

e Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos das espécies estudadas, sobre
a remogéao de radicais livres induzidos por 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), atividade
quelante do ion ferro Il (FIC), poder antioxidante redutor do ion ferro Ill (FRAP), e 2,2’-
azinobis 3-etilbenzenotiazonlina-6-acido sulfénico (ABTS).

e Estudar a influéncia do método de captura de radicais livres no resultado
encontrado;

e Auvaliar estatisticamente diferencas entre as composi¢cdes dos extratos e fracdes

com relacao a atividade apresentada.



35

4 METODOLOGIA

4.1 OBTENGCAO DOS EXTRATOS

As amostras de raizes das espécies foram adquiridas em farmacia de
manipulagéo na cidade de Recife na forma de extrato bruto padronizado de Curcuma
longa, Panax ginseng e Rhodiola rosea, sendo um lote de cada extrato. Os certificados
das analises das amostras obtidas encontram-se no Anexo |. A pesquisa da amostra
vegetal produzida no Brasil foi registrada junto ao SisGen (Sistema Nacional do
Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), sob o cdédigo

A3A1A0C, conforme consta no Anexo Il.

4.2 EVAPORAGAO DAS FRACOES

A evaporacao seguiu metodologia desenvolvida pelo Laboratério de Produtos
Naturais (LAPRONAT) da Universidade Federal de Pernambuco. Onde 15g de cada
um dos extratos foram incorporados a 58g de Silicagel 60 (230 — 400 mesh - Merck)
e submetidos a coluna filtrante e 29g de silica pura foi utilizada na base da coluna.
Para a eluicdo foi utilizado um 1L de cada solvente de polaridades crescentes,

iniciando com hexano, seguido do acetato de etila e metanol.

As respectivas fragdes foram recolhidas individualmente e concentradas a
evaporacgao sob pressao reduzida, numa faixa de temperatura que podia variar entre
35 e 45°C para eliminagdo do maximo de solvente. O concentrado resultante foi
colocado em dessecador para eliminagdo de resquicios de umidade, atingindo um
concentrado maximo, obtendo-se os extratos secos (extrato seco hexanico, extrato

seco de acetato de etila e extrato seco metandlico).

4.3 ANALISE FITOQUIMICA QUALITATIVA

Foi analisado o perfil fitoquimico, dos extratos brutos e fracionados, por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se sistema eluente de acordo

com classe metabdlica pesquisada, descrita no Tabela 1.
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Tabela 1: Sistemas de eluigdo, padrbes e reveladores utilizados para evidenciar a presenca dos

compostos fendlicos

SISTEMA

GRUPO METABOLITO ELUENTE PADROES DETECCAO
Acetato; agua;
Compostos fendlicos acido férmico Acido Galico UV-365
(27:1,5:1,5)

Fonte: a autora (2022).
Legenda: UV-365: Ultravioleta 365 nm.

4.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

Para determinacdo do conteudo fendlico total foi utilizado a metodologia
descrita por Amorim et al. (2008) com adaptacdes. O extrato seco foi diluido em
metanol P.A numa concentragdo de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 25 mL, em
triplicata. Foi adicionada uma aliquota de 0,2 mL (200 pL) do extrato diluido a um tubo
de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 500 uyL do reagente Folin-Ciocalteu
(solugéo aquosa 10%), 1 mL de solugao de carbonato de sédio (7,5%) e completado
o volume com agua destilada para 10 mL.

Apods a preparagao desta solugao, agitou-se adequadamente, permanecendo
em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 760 nm contra um branco preparado
com agua destilada. Como padrao foi utilizado o acido tanico, preparando-se uma
curva de calibragao em tubos de ensaio com aliquotas de 0,050, 0,100, 0,150, 0,200,
0,250, 0,500, 0,750 e 1 mL da solugéo padrao de acido tanico a 1 mg/mL, em agua
destilada. Posteriormente, foram adicionados 500 pL da solugao de Folin-Ciocalteu e
1 mL da solucéo de carbonato de sddio em cada tubo de ensaio.

O volume final foi completado para 10 mL com &gua destilada. As
concentracoes finais obtidas do acido tanico foram 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0
Mg/mL, respectivamente. A cor azul produzida pela reagdo possui uma absorgao
maxima a 760 nm e é proporcional a taxa de compostos fendlicos. O teor de fendis
totais foi expresso como miligramas equivalentes de acido tanico por grama de
amostra (mg EAT/g) (AMORIM et al., 2008).
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4.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE TANINOS

A determinacdo do teor de taninos foi realizada segundo protocolo
desenvolvido por Amorim et al. (2008) adaptado para a espécie. O extrato seco foi
diluido em metanol P.A numa concentragao de 1mg/mL em baldo volumétrico de 25
mL, em triplicata. Posteriormente, foram pesados 1 g de caseina e transferidos para
erlenmeyer de 50 mL, acrescentando 6 mL da amostra diluida e 12 mL de agua
destilada, em triplicata.

Apods 3 (trés) horas de reagdo sob agitagcao, filtrou-se a solugdo em baldo
volumétrico e completado o volume para 25 mL com agua destilada. Foi retirada uma
aliquota de 1 mL e quantificados os fenois residuais pelo método Folin-Ciocalteu. O
teor de taninos foi calculado pela diferenca entre o conteudo de fenois totais e fenois
residuais. Como padrao foi utilizado o acido tanico, a curva de calibragao foi preparada

conforme descrito no item 4.4.

4.6 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FLAVONOIDES

A quantificagao dos teores de flavonoides foi baseada na metodologia descrita
por Peixoto Sobrinho et al. (2008) com adaptag¢des. O método é fundamentado na
reagdo do ion aluminio (AI**) com moléculas de flavonoides da amostra,
estabelecendo o complexo estavel flavonoide-Al**, de coloragdo amarela, cuja
intensidade é proporcional a concentragao de flavonoides. Esta reacdo promove um
deslocamento batocrébmico e uma intensificagdo de suas absorg¢des, podendo ser
quantificado sem sofrer influéncia de outros compostos fendlicos presentes na
amostra.

O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentracdo de 1Tmg/mL em
baldo volumétrico de 25 mL, em triplicata. Para quantificar os flavonoides, uma
aliquota de 0,2 mL (200 uL) do extrato diluido foi transferida para tubos de ensaio.
Posteriormente, foram adicionados 0,120 mL (120 pL) de acido acético glacial, 2 mL
da solugéo de piridina (20%, v/v em metanol P.A), 0,5 mL (500 pL) do reagente cloreto
de aluminio (5%, p/v em agua destilada) e completado o volume para 10 mL com agua
destilada em cada tubo. Apss a preparacgao desta solugéo, agitou-se adequadamente,

permanecendo em repouso por 30 minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.
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ApOs esse periodo, a absorbancia da mistura foi medida a 420 nm contra um
branco preparado com agua destilada. Preparou-se a curva de calibragdo com
aliquotas de 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00 mL da solugéo de rutina (0,1
mg/mL em metanol), em tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados 120 pL
da solugao de acido aceético, 2 mL da solugao de piridina, 0,5 mL do reagente cloreto
de aluminio.

O volume final foi completado para 10 mL com &gua destilada. As
concentragdes finais de rutina foram de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0 pg/mL,
respectivamente. O teor de flavonoides totais foi expresso como miligramas

equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/g).

4.7 DOSEAMENTO DE CUMARINAS

Método quantitativo do teor de cumarinas em extratos vegetais, realizado de
acordo com a metodologia de Osério e Martins (2014) com algumas adaptacgdes foi
utilizado para quantificar o conteudo de cumarinas. Foram transferidos 0.5 mL do
extrato diluido (1.0 mg/mL) para tubos de ensaio. Posteriormente, foram adicionados
2 mL de agua destilada e 500 pL da solugdo de acetato de chumbo. Agitou-se a
amostra e, em seguida, foram adicionados 7 mL de agua destilada. Essa solugao foi
filtrada e dela retirou-se 2 mL e transferidos para novos tubos de ensaio, em seguida
adicionados 8 mL da solugao de acido cloridrico.

As amostras permaneceram por 30 minutos ao abrigo da luz a temperatura
ambiente. A absorbancia da mistura foi medida a 320 nm contra um branco preparado
com agua destilada. A curva de calibragao (aliquotas de 10, 25, 100, 200, 300, 400,
500 pL) foi preparada com uma solugao padréo de 1,2-benzopirona e todos os demais
reagentes citados anteriormente para os extratos, aferindo-se o volume final para 10
mL com agua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata e as concentragdes finais
de cumarina ficaram entre 0,4-20,0 pg/mL. O teor de cumarinas totais foi expresso

como miligramas equivalente de cumarina por grama de extrato (mg EC/g).
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4.8 METODOLOGIAS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Diversos métodos sdo utilizados para a determinacao da atividade antioxidante
de substancias biologicamente ativas, com fundamentos e mecanismos de agdo muito
diferentes. Nesse contexto, o trabalho empregou 4 métodos quimicos para avaliar o
potencial antioxidante: capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) radical, atividade quelante do ion ferro Il (FIC), poder antioxidante redutor do

ion ferro lll (FRAP), e 2,2’-azinobis 3-etilbenzenotiazonlina-6-acido sulfonico (ABTS).

4.8.1 Ensaio quelante do ion ferroso (FIC)

A atividade quelante foi determinada conforme descrito por Chew et al., (2009),
com modificagdes, utilizando acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como controle
positivo. Para esta reacgao, inicialmente preparou-se uma solugao de Ferrozina (0,25
mM, p/v) e outra de 46 FeSO4 (0,1 mM, p/v) em metanol 75 % (v/v). Prepararam-se
também, em triplicata, sete diluicbes do extrato em metanol 75 % (v/v), com
concentragdes variando de 100 a 1000 ug/mL, e sete diluicbes do padrdo de EDTA
em agua destilada, variando a concentragao de 5 a 40 ug/mL.

A reacao foi desenvolvida pela adicdo de 1 mL de cada diluicdo do extrato ou
do padrao a 1 mL da solugao de FeSO4 e 1 ml da solucéo de Ferrozina, com intervalo
de 10 minutos entre os reagentes. Preparou-se também um branco e um controle
negativo.

O primeiro foi constituido de todos os componentes da reacao, substituindo a
ferrozina por metanol, enquanto no controle negativo, o metanol substituiu os extratos
ou padrado. Estas solugdes foram agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso
por 10 minutos no escuro a temperatura ambiente, para depois ter a absorbancia
mensura a 562 nm, calibrando o espectrofotbmetro com metanol.

Calculou-se a porcentagem de atividade quelante de metais ferrosos (FIC)

utilizando a seguinte equacéo:

% FIC = ABScn — (ABSamostra — ABSbranco) / ABScn x 100
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Onde % FIC é a atividade quelante; ABSamostra é a absorbéncia da amostra;
ABSbranco é a absorbancia das concentracbes da amostra diluida em metanol;
ABScn é a absorbancia do controle negativo.

Com a concentragdo no eixo das abscissas e a porcentagem da atividade
guelante nas coordenadas, elaborou-se um grafico, com auxilio do programa Microsoft

Excel, obtendo uma curva. A partir da equagao gerada, determinou-se a CEso.

4.8.2 Ensaio pelo método DPPH

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada medindo a
capacidade de um composto para remover os radicais livres do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), conforme descrito por Peixoto Sobrinho et al. (2011) com
modificagdes.

O extrato seco foi diluido em metanol P.A numa concentragao de 0,5mg/mL em
baldo volumétrico de 100 mL, em triplicata. Aliquotas de 100 a 1000 uL de cada extrato
ou padrao foram transferidos para tubos de ensaio, aferindo-se o volume final para 5
mL com metanol P.A. As concentragdes finais dos extratos ou padrao foram de 10-
500 ug/mL. A 0,5 mL das concentragbes dos extratos diluidos em metanol foram
adicionados 3 mL da solugéo de DPPH a 40 ug/mL (ou 3 mL de metanol para fazer o
branco) em cada tubo, em duplicata.

As solugdes foram agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso por 30
minutos, ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. A absorbancia da mistura foi
medida a 517 nm, contra um branco preparado com metanol.

A solugao do controle negativo consiste na utilizagdo da solugdo de DPPH a 40
pg/mL. A atividade de remogéo de radicais livres foi expressa como a Concentragao

Eficiente capaz de capturar 50% dos radicais (CEso).

4.8.3 Ensaio pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS 2,2’-azinobis (3-
etilbenzenotiazonlina-6-acido sulfénico) foi realizada conforme a metodologia da
EMBRAPA (2007). Inicialmente todas as solugbes foram preparadas em etanol e
acondicionadas em frascos ambar. Para a solugdo contendo o radical ABTS™ foi

necessario auséncia de luz devido ao poder redutor do radical. O radical ABTS foi
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formado pelo meio da reacéo da solugdo ABTS-* 7 mM com a solugao de persulfato
de potassio 2,45 mM. A solugéo foi armazenada no escuro e a temperatura ambiente
por 16 horas. Posteriormente, a solucao foi diluida até absorbancia de 0,70 + 0,05 a
734 nm.

Para este método uma aliquota de 20 pL da diluigédo (1:11) que reagiu com 2,0
mL do radical ABTS. A leitura foi realizada apés 6 minutos da reacdo, em
espectrofotdbmetro a 734 nM e para a constru¢cao da curva padrao foi utilizado Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8 tetrametilcroman-2-carboxilico, nas concentragdes de 100 —
2000M.

Para os extratos brutos foram utilizadas as solugdes nas concentragdes de 100;
250; 500 e 1000 pg/mL. Para a reagao foram pipetados 30 pL de cada solugéo e 3 mL
da solugdo de ABTS™, a homogeneizagao foi realizada por 30 segundos. Apds 6
minutos de reagdo as absorbancias foram mensuradas em espectrofotometro a 734
nm. Os resultados foram expressos como a Capacidade Antioxidante em

Equivalentes Trolox, que equivale a umol de Trolox por grama de extrato.

4.8.4 Poder antioxidante redutor do ion ferro lll (FRAP)

Este método avalia a capacidade da amostra em reduzir o ion Fe3* a ion Fe*?
(Stratil et al., 2006).

O método foi adaptado de Stratil (2006) e Vezquez (2008). As amostras foram
pesadas em triplicatas e diluidas em agua destilada para uma concentragéo final
0,5mg/mL. No momento da analise, preparou-se a solugao reagente FRAP, formado
pela adicdo de solugdo TPTZ 10mmol/L em HCL 40mmol/L com FeCL3 - 6H20 20
mmol/L e tampao acetado 300 mmol/L, para manter o pH em 3,6, na proporcao 1:1:10.

Adicionou-se 3 mL do reagente FRAP, recém preparado, a 0,1 m de triplicata
de cada espécie, observando uma mudanga de coloragao imediata de verde para azul
dependendo da atividade. Quanto mais escuro o azul maior sera a absorbancia e a
atividade antioxidante. Apds 5 min a leitura foi realizada no espectrofotémetro no
comprimento de onda de 593nm.

O padrao utilizado foi o acido galico na concentragcao 0,55 mM. O branco de
cada espécie foi realizado adicionando-se 0,1 mL de agua destilada mais 3mL do
reagente FRAP.
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A partir das leituras de absorbancia do acido ascérbico nas concentragdes de
0,1 a 0,6 mM, construiu-se um grafico concentragdo (mM) x absorbancia, com auxilio
do Microsoft Excel, originando uma equagao da reta a qual foi utilizada para
determinar a concentracdo equivalente em acido ascoérbico de cada espécie e

consequentemente a atividade em equivalente de acido ascorbico (EAA) em mmol/g.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados através da média + desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey foram utilizadas para medir o grau de
significancia para p < 0,05. A distribuicdo dos resultados obtidos foi avaliada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Foram realizadas analises de variancia ANOVA, um critério, seguido

de comparagdes multiplas pelo teste de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TRIAGEM FITOQUIMICA

5.1.1 Cromatografia de camada delgada (CCD)

As analises de prospecgdo fitoquimica foram feitas a partir da técnica de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) por ser uma técnica simples, de facil
execugao e proporciona uma rapida identificagao das principais classes metabdlicas

presentes nos extratos vegetais.

Podemos notar que, os extratos de acetato de etila das espécies analisadas
mostraram ser ricos em compostos fendlicos, enquanto os extratos metandlicos
apresentaram baixo teor desses compostos quimicos. Foi possivel observar a
presenca de polifendis, com destaque para os flavonoides presentes nos trés extratos
e menor presengca para taninos condensados. Os metabdlitos secundarios
encontrados na Cromatografia em Camada Delgada (Figura 8) podem ser melhor

visualizados na Tabela 2.

Tabela 2: Prospeccéo fitoquimica dos extratos brutos e fracionados de Curcuma longa, Panax ginseng

e Rhodiola rosea.

GRUPO METABOLICO CB CA CM PB PA PM RB RA RM

Flavonoides + + - + + + + + +
Fenilpropandides - + + + + + + + +
Cumarinas - + - + + + ¥ ¥ ;
Taninos Condensados = + - - - + + + +

Fonte: dados da pesquisa (2022).

Legenda: CB/PB/RB: extrato bruto; CA/PA/RA: extrato de acetato; CM/PM/RM: extrato metandlico; +:
presencga do grupo metabdlico; -: auséncia do grupo metabdlico.
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Figuras 8: Cromatografia em Camada Delgada para pesquisa de metabdlitos secundarios nos extratos
de Curcuma longa, Panax ginseng e Rhodiola résea.

Fonte: autor (2021)

Legenda: CB: curcuma extrato bruto; CA: curcuma extrato de acetato de etila; CM: curcuma extrato
metandlico; PB: panax extrato bruto; PA: panax extrato de acetato de etila; PM: panax extrato
metandlico; RB: rhodiola extrato bruto; RA: rhodiola extrato de acetato de etila; RM: rhodiola extrato

metandlico; P: padréo

A classe dos flavonoides esta presente na maioria dos extratos e fracoes,
exceto no extrato metandlico de Curcuma longa, sendo evidenciado pelo comprimento
de onda UV-365 nm, apenas nas bandas amarelas no extrato bruto e acetato de etila.
De acordo com Péret-Almeida (2005), os pigmentos curcumindides apresentam
fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta, sendo a curcumina o composto majoritario.
A presenca de bandas azuis semelhante ao padrao evidencia os taninos condensados
presente no acetato de etila de Curcuma longa (ORSOLIN, 2009).

Nos extratos brutos, acetato de etila e metandlico de Panax ginseng e Rhodiola
rosea, indicando a presenca de cumarinas simples e fenilpropandides, diferentemente
dos extratos de Curcuma longa onde foi evidenciado apenas nas fragdes de acetato
de etila e no extrato metandlico da raiz.

As metodologias usuais para analise de R. rosea, se baseiam no teor de seus
principais constituintes fenilpropandides (rosavina, rosina e rosarina), além de
compostos incluindo flavondides e taninos (THU et al., 2016), corroborando com os
resultados encontrado na presente analise. Semelhante ao presente estudo Dimpfel,
(2018), identificou os mesmos compostos empregando a cromatografia em camada

delgada (CCD) acoplada a cromatografia liquida de ultradesempenho.
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O estudo de Reische (2008), mostrou a presenca de compostos fendlicos, tais
como flavonoides, taninos e fenilpropandides pela qual as cumarinas fazem parte,
contribuem para os efeitos antioxidantes e sao bastante comuns em alimentos a base
de plantas medicinais (CORKE et al., 2016).

Os metabdlitos secundarios podem variar tanto em diversidade quanto em
concentracéo e local pelo qual se encontram na mesma espécie vegetal a depender
de fatores como sazonalidade, ritmo circadiano, condi¢des climaticas como
temperatura, exposicdo a radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica, altitude,
disponibilidade de nutrientes do solo, altitude, poluicdo atmosférica, estimulos
mecanicos como corte e ferimentos e ataque de patégenos a planta como lagartas e
microrganismos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

5.1.2 Conteudo de metabolitos secundarios

Os resultados referentes ao conteudo de fendis totais, taninos, flavonoides e
cumarinas presentes nos extratos e fracbes estdo apresentados na Tabela 3. Os
valores expressos sao medias das triplicatas acompanhadas do desvio padréao em
mg/g equivalente de acido tanico para fenois totais e taninos, equivalentes de rutina

para flavonoides e o de cumarinas em equivalentes de 1,2-benzopirona.

De modo geral, os maiores teores de metabdlitos secundarios foram
encontrados nos extratos brutos das espécies, com exce¢ao das cumarinas cujo maior

teor foi encontrado apenas no extrato bruto de Curcuma longa e Panax ginseng.
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TABELA 3 — Teores de Fenodis Totais, Taninos, Flavonoides e Cumarinas em extratos brutos e
fracionados de Curcuma longa, Panax Ginseng, Rhodiola rosea.

Espécie FT
(Ext bruto (mg TAN (mg EAT/g) FLA (mg ER/g) CUM (mg EC/g)
e fragao) EAT/g)
Curcuma
longa - Ext 393,20+62,74a 338,70+57,37a 22897+11,17 a 23,99+ 0,84 a
Bruto
Curcuma
longa — Ext - - - -
Hexano
Curcuma
longa— Ext 168,39 +23,65b 166,79+23,99b 20,49+4,03b ND
Acetato
Curcuma
longa — Ext 93,51 + 3,28 c 84,86 + 23,99 ¢ ND ND
Metanol
Panax
ginseng — 184,34 £+ 5,76 b 83,03+3,14 ¢c 331,42 +6,46 c 56,92+0,28b
Ext Bruto
Panax
ginseng — - - - -
Ext Hexano
Panax
ginseng — 10,56 +1,17 e ND 129,04 + 8,66 d ND
Ext Acetato
Panax
ginseng —
Ext
Metanol
Rhodiola
rosea— Ext 354,76 + 1,63 d 257,29+ 3,13a 333,41+12,72c 2,88+1,58¢c
Bruto
Rhodiola
rosea — Ext - - - -
Hexano
Rhodiola
rosea—Ext 163,29+4,04 b 125,63 +4,01 bc 133,91+11,61d ND
Acetato
Rhodiola
rosea — Ext 96,30+ 3,91 ¢ 90,46 + 4,38 bc ND ND
Metanol
Fonte: dados da pesquisa (2022)

96,30 £ 6,08 ¢ 90,46 6,70 bc ND ND

Legenda: FT = Fendis Totais; TAN = Taninos; FLA = Flavonoides; CUM = Cumarinas. mg EAT/g =
miligrama equivalente de acido tanico por grama de extrato; mg ER/g = miligrama equivalente de rutina
por grama de extrato; mg EC/g = miligrama equivalente de cumarina por grama de extrato. N/D = ndo
detectado. Letras iguais na mesma coluna indicam néo diferenga estatistica conforme ANOVA (seguido
de Tukey), p < 0.01.
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O perfil dos compostos fendlicos e os teores desses metabdlitos vegetais
podem variar em fungao da espécie e do estresse ambiental a que foi submetida a
planta, estagios de crescimento e maturagéo, além da metodologia analitica utilizada
para a quantificagdo dos mesmos (CRUZ, 2008; PORTO, 2014).

Na literatura, séo encontrados diferentes valores de conteudos totais de fendis
pelo método de Folin—Ciocalteu para extratos de C. longa. Os valores obtidos para o
extrato metandlico foram maiores, cerca de 93,51 + 3,28 mg EAT/g, que os registrados
por Hirun e colaboradores em seu estudo realizado em 2014. Os autores estudaram
extratos metandlicos de rizomas de Curcuma longa da Tailandia, tratados por micro-
ondas em diferentes poténcias e tempos de contato.

A pesquisa realizada por Mendonga e colaboradores (2017), na qual realizou-
se a quantificacdo de fendis totais na espécie Curcuma, utilizando como solvente
acetona a 80% obteve-se um valor de 8,67 + 0,23 mg EAG/g, enquanto que no
presente trabalho a fracdo acetato concentrou cerca de 168,39 £ 23,65 mg EAT/g. O
alto teor de compostos fendlicos nessas fragdes, justifica-se ao fato da curcumina,
principal composto fendlico da curcuma e responsavel pela coloragdo amarela do
rizoma, possui natureza hidrofébica, sendo pouco soluvel em agua (POUDEL;
PANDEY; LEE, 2019; FABIANOWSKA-MAJEWSKA et al., 2021).

Para McMurry (2016) a utilizagdo de solventes totalmente misciveis, como a
agua e a acetona, mas com caracteristicas de polaridade diferentes, permite a
extragcdo de compostos soluveis e insoluveis em agua. Justificando assim, a utilizagéao
de solugcdo de média polaridade para extracdo dos compostos fendlicos e
determinacao da atividade antioxidante da curcuma.

A espécie Panax ginseng apresentou elevado teor de flavonoides no extrato
bruto metandlico em torno de 331,42 + 6,46 mg ER/g e cerca de 129,04 £ 8,66 mg
ER/g na fragcao acetato. A presenca de flavondides nessa espécie também pode ser
comprovada por Chung et al., 2016, identificou a presenga de cerca de 10 flavonoides
nos extratos dessa espécie, assim como a quantificacdo de outros compostos
fendlicos, tais compostos foram encontrados principalmente nas raizes frescas do
ginseng.

Como é possivel observar na tabela 3, o teor de cumarinas no extrato bruto das
raizes de Panax ginseng teve um valor consideravelmente alto, se comparado aos
das demais espécies analisadas na presente pesquisa, cerca de 56, 92 + 0,28 mg

EC/g. Corroborando diretamente com o estudo realizado por Kong, Lee e Choi (2009),



48

onde detectou-se que nas raizes do ginseng havia um alto teor de cumarinas. Este
grupo de metabdlitos sdo responsaveis por varias atividades farmacologicas como:
como antioxidante, anticancerigena, pela sua capacidade de reduzir hipertensao.

O extrato bruto de Rhodiola rosea, assim como o extrato a fracdo acetato dessa
espécie apresentou um alto teor de flavonoides, cerca de 333,41 + 12,72 mg ER/g e
133,91 £ 11,61 mg ER/g, respectivamente. A presenca desse metabdlito € alta na
espéecie Rhodiola, de acordo com o estudo realizado por Tao et al., 2019, cerca de 55
tipos diferentes de flavonoides s&o encontrados na familia desse espécime vegetal,
sendo 40 flavonoides do tipo kaempferol e 13 tipos de quercetina.

Estudos mostraram que a Rhodiola rosea neutraliza reagcdes oxidativas por
reduzir radicais de oxigénio livre e peroxido de hidrogénio (CHEN et al., 2008), tal
atividade biologica pode ser atribuida a presenca dos flavonoides nos extratos dessa
planta medicinal. Além disso, pode reduzir a glicose sanguinea e a peroxidagao
lipidica, bem como aumenta a atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa
redutase, s-transferase, s-peroxidase, catalase e superéxido dismutase, protegendo

animais diabéticos do estresse oxidativo (KIM et al., 2006).

5.1.3 Avaliacao da atividade antioxidante

O interesse em antioxidantes de fontes naturais tem crescido cada vez mais,
tendo em vista que essas substadncias atuam beneficiando a saude humana,

protegendo-a contra o surgimento de diversas doencas (DEL RE; JORGE, 2011).

Visando a avaliagao da atividade antioxidante dos extratos brutos de Curcuma
longa, Panax Ginseng, Rhodiola rosea foram analisados os resultados obtidos por
meio dos métodos de ensaio quelante do ion ferroso (FIC), sequestro dos radicais
livres DPPH, método ABTS e poder antioxidante redutor do ion ferro Il (FRAP)

conforme sao descritos a seguir.
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Tabela 4: Atividade antioxidante dos extratos de Curcuma longa, Rhodiola rosea e Panax ginseng.

Espécie FIC (CEso DPPH ABTS FRAP (EAA em
(extrato bruto) mg/ML) (CEsp ug/ML)  (CEsp pg/ML) mmol/g
Curcuma longa 0,244 +0,016a 57,84+1,68a 4132+0,13a 516+0,10a
Panax ginseng 0,600 + 0,013 b SA 98,13+0,33b  5,10+0,02a
Rhodiola rosea 0,846+0039¢c 30633+6763b 7987+043c 10,86+0,16b

EDTA 0,690 + 0,023 b - -

Fonte: dados da pesquisa (2022).

Legenda: EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético): Padrao positivo; SA: sem atividade; Letras iguais
na mesma coluna indicam nao diferenga estatistica conforme ANOVA (seguido de Tukey), p < 0.01

5.1.3.1 Ensaio quelante ion ferroso (FIC)

A presenca de metais de transigao no sistema bioldgico pode catalisar reagdes
do tipo Haber-Weiss e Fenton, que podem resultar na geragao de radicais hidroxilas.
No entanto, os antioxidantes podem quelar com esses metais, inibindo nos processos
de peroxidagdo de moléculas biolégicas (CHEW et al., 2009). Desta forma, o ion

ferroso foi utilizado como metal de transicdo nesse ensaio.

Na tabela 4 encontram-se os valores de CEso dos extratos das espécies
Curcuma longa, Panax Ginseng, R. rosea, as mesmas que foram avaliadas
fitoquimicamente. Foi possivel observar que o extrato bruto de Curcuma Longa com
0,244 £ 0,016 mg/mL, teve melhor atividade quelante do ion férrico em comparacéao
as espécies Panax ginseng e Rhodiola rosea, com valores de 0,600 £ 0,013 mg/mL e
0,846 + 0,039, respectivamente, sendo estatisticamente diferentes. Enquanto, Panax
ginseng teve uma atividade tdo boa quanto o EDTA, padréao positivo utilizado no teste
que é um quelante largamente empregado, com sua atividade comprovada, indicando
um possivel mecanismo de atividade antioxidante desse extrato o que pode ter

resultado na semelhanca estatistica.

Estudos mostram que a capacidade de ligagdo com os ions metalicos esta
relacionada a conformacao espacial dos compostos presentes nos extratos, assim
como da posi¢ao e quantidade de grupos doadores de elétrons (KHOKHAR; OWUSU
APENYEN, 2003).

Como este método esta relacionado com a capacidade de quelar o ion ferro |l
e inibir a reagao de Fenton, que gera os radicais livres, a reagao necessita da presenca

de compostos que apresentem nitrogénio na sua estrutura (CHAN et al., 2007).
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5.1.3.2 Quantificacéo de atividade antioxidante (DPPH)

Dentre as diversas técnicas que podem ser utilizadas, a avaliagdo da atividade
antioxidante pelo método do sequestro do radical livre DPPH & dos mais usados para
avaliar a atividade antioxidante, por ser rapido, sensivel e dispensar o uso de
equipamentos e reagentes de dificil obtencdo (MORAES-DE-SOUZA et al., 2011).
Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, menor sera a sua CEso e maior a
sua atividade antioxidante, isto significa que & necessaria uma menor a concentragao
da amostra, para consumir 50% do radical DPPH (SOUZA, 2007).

Expresso em CEso, que € a capacidade da amostra em sequestrar 50% do
radical DPPH, os resultados obtidos, estdo expressos em meédias * desvio padrdo na
Tabela 4. O extrato de Curcuma longa obteve melhores valores na capacidade de
captura do radical DPPH, com uma CEso de 57,84 + 1,68 ug/mL, frente ao extrato de
Rhodiola rosea com CEso de 306,33 ug/mL, demonstrado a melhor atividade
antioxidante de C. longa. E importante destacar que, segundo Sousa, Vieira e Lima
(2011), quanto menor for o valor do coeficiente de inibicdo (CEso), maior é a

capacidade antioxidante da amostra.

Alves (2020) verificou uma capacidade antioxidante sequestrante do radical
DPPH de 777,17 £ 0 yg/mL para extrato metandlico de folhas de Curcuma longa,
enquanto Braga, Vieira e Oliveira (2018) observaram um valor de 1522,15 + 1,41
Mg/mL, para a mesma espécie cultivada no Brasil. Ja Priya et al. (2012), avaliaram a
capacidade sequestrante de radical DPPH no 6leo essencial de folhas de Curcuma
longa L. e encontraram um CEso de 3,227 ug/mL. Considerando que o efeito dos
antioxidantes no DPPH se deve a sua capacidade de doagdo de hidrogénio, os
mesmos concluiram que o 6leo essencial de folhas de Curcuma longa L. pode atuar

como doador de prétons e antioxidante.

Sepahpour e colaboradores (2018), ao analisarem extratos de Curcuma longa,
obtiveram boas respostas de capacidade antioxidante in vitro, medida como atividade
de eliminagao radical DPPH com 27,8% = 0,9 pg/mL de inibicdo. Os resultados
descritos apresentam a capacidade antioxidante comprovada in vitro, porém, ainda &
perceptivel a pouca demanda de estudos quando se trata de estudos in vivo,
principalmente em humanos, quanto a biodisponibilidade e o metabolismo desses

extratos.
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Embora o presente estudo, tenha apresentado baixo poder antioxidante de
Panax ginseng pelo método de DPPH, Zhao e colaboradores (2020) mostraram
resultados em que as fragdes de Panax ginseng exibiram significativa atividade de
eliminagéo de radicais com DPPH com 0,154 pug/mL de inibigdo (CEso), 0 que pode
estar atribuido a presenca de acidos fendlicos, os quais, por sua constituicdo quimica,
possuem propriedades antioxidantes, corroborando com estudo de Chung e
colaboradores (2017), onde observaram atividade antioxidante em todos os
compostos isolados do extrato de acetato de etila e butanol analisados.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o extrato bruto de
Rhodiola rosea possui atividade antioxidante expressa em CEso, onde a concentragao
de extrato inibe a formacao de radicais DPPH em 50%. De acordo com Qian et al
(2012) em seu estudo, tal resultado pode ser atribuido ao fato de que este extrato
apresenta maior nivel de compostos fendlicos, particularmente salidrosideo, que é
considerado um forte antioxidante.

Além disso, Raj e colaboradores (2010) mostraram que o extrato hidroalcéolico
da raiz de Rhodiola imbricata apresentou maior atividade de eliminagdo quando
comparado ao padrdo acido ascorbico, mesmo com o aumento da concentragao.
Esses resultados indicam claramente que os extratos Rhodiola sp. sdo eficazes contra
os radicais livres e trazem a necessidade de novos estudos.

Segundo Zhong et al. (2020), as espécies do género Rhodiola apresentam
resultados da atividade de eliminacdo do radical DPPH dos extratos brutos de uma
maneira dose dependente. Foram avaliadas fragdes do extrato bruto, onde seu valor
de ICso foi determinado como 20,3 ug/mL, destacando-se pela sua forte capacidade
de eliminacdo de radicais e dentre os seus compostos analisados, a rosavina
apresentou excelente atividade antioxidante no DPPH.

Tendo em vista as variagbes obtidas nos estudos, Moraes-de-Souza e
colaboradores (2011) relatam que essas alteragdes se devem a intensidade das
reacoes indicando que fatores ambientais poderiam estar influenciando a biossintese

de metabdlitos secundarios.



52

5.1.3.3 Determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS

Dentre os diversos métodos para a obtencdo da avaliagdo da atividade
antioxidante o método do sequestro do radical livre ABTS tem sido bastante utilizado,
devido ao seu alto indice de sensibilidade, rapidez e estabilidade, considerando assim
0s compostos presentes nas amostras estudadas, onde, para que se obter o radical
livre ABTS € preciso que ocorra uma reagao de oxidacdo do ABTS com o persulfato
de potassio (KUSKOSKI et al., 2005). Esse método permite a avaliagdo de diversos

compostos bioativos (RE et al., 1999).

No presente estudo uma das analises realizada foi determinada pelo método
do sequestro do radical livre ABTS dos extratos brutos de C. longa, P. ginseng e R.
rosea, sendo importante destacar que, segundo Sousa, Vieira e Lima (2011), quanto
maior for o valor da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox, maior € a

capacidade antioxidante da amostra.

Os ensaios de ABTS apresentaram diferenga estatistica entre os extratos
analisados (p<0,01). O extrato de Curcuma longa com 41,32 + 0,13 ug/mL, possui
maior atividade antioxidante quando comparado com os extratos de Panax ginseng e
Rhodiola rosea, com 98,13 £ 0,33 uyg/mL e 79,87 + 0,43 ug/mL, respectivamente
(Tabela 4).

O estudo de Tiveron (2010) analisou a atividade antioxidante do extrato
etandlico de Curcuma longa L. com 111,8 uymol Trolox/g ABTS, em outro estudo o
mesmo autor e colaboradores (TIVERON et al. 2012), encontraram valores préximos
de 118,6 umol Trolox /g ABTS, enquanto Barbosa (2018) encontraram valores
inferiores de 135,87 umol Trolox /g ABTS, podendo ser considerada uma atividade
antioxidante fraca, diferentemente dos resultados obtidos em nosso estudo. No
entanto, segundo Edris (2017), a atividade antioxidante n&o pode ser atribuida
somente a presenca de constituintes fendlicos, pois pode haver o sinergismo entre

outros constituintes que podem contribuir para inibir a formagao de radicais livres.

Yang et al. (2020) também avaliaram a atividade antioxidante frente ao radical
livre ABTS, os resultados in vitro do extrato de Curcuma longa L obtido por extragao
ultrassbnica apresentam potencial consideravel em reduzir a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) quando comparado aos extratos com solventes
convencionais. Resultados encontrados por Barankevicz (2015), mostraram que
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melhores valores sdo obtidos quando utilizados extratos mais hidrofilicos, sendo
superior aos encontrados pelo método DPPH, corroborando com os resultados

obtidos neste estudo.

A amostra de Panax ginseng apresentou menor potencial de atividade
antioxidante conforme demostrado na tabela 4 para o método do sequestro do radical
livre ABTS, no entanto isso pode ocorrer devido a quantificagdo de compostos
fendlicos que vem a ser apenas um dos parametros na determinagao da atividade

antioxidante.

Kim e colaboradores (2019) utilizaram ensaios ABTS para determinar o efeito
antioxidante de P. ginseng em seu estudo, o qual apresentou resultado satisfatorios
com 43,22 + 1,15 ug/mL. Segundo estudos realizados por Zhao et al. (2020), as
fragbes de Panax ginseng apresentaram resultados de atividade antioxidante
significativos, onde o resultado pode ser atribuido ao conteudo de acido urdnico, um
acido derivado por oxidagdo de uma aldose, sugerindo seu potencial como um

antioxidante natural eficaz.

Nos resultados, encontrados por Kim et al., (2016) com o ensaio ABTS, os
valores de ICso apresentaram uma variagdo de 7,8 £ 0,2, a 10,4 + 0,3 pg/g, onde os
frutos de ginseng obtiveram valores relativamente maiores de atividade antioxidante
do que folhas ou raizes, mostrando que Panax ginseng é fonte de compostos

medicinais com potenciais efeitos benéficos a saude.

Segundo Polumackanycz e colaboradores (2022) foi realizado o ensaio de
ABTS para os extratos hidrometandlicos (102,45 mg TE/g DW) e para os extratos
aquosos (9,83 mg TE/g DW), esse resultado pode estar relacionado a niveis mais
altos de compostos fendlicos nos extratos hidrometandlicos, mostrando que as
amostras de R. rosea parecem ser mais soluveis em alcool, apresentando atividade

antioxidante mais forte.

Tayade et al., (2013) determinaram a eliminagao de radicais ABTS e atividades
de Rhodiola imbricata em valores de ICso de 0,016 mg/mL para seus extratos
metandlicos e 0,017 mg/mL para seus extratos aquosos, respectivamente. O acido
fendlico € um dos principais fatores responsaveis pela acdo antioxidante de extratos
dessa espécie. Resultado diferente do obtido nesse estudo (79,87 + 0,43 ug/ML), onde
apresentou moderara atividade antioxidante, conforme classificagdo com base no

desempenho do extrato em relagédo ao padrao utilizado (THIJAN, 2011).



54

5.1.3.4. Poder Antioxidante Redutor do ion Ferro Il (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) mede a capacidade
antioxidante de reducgdo do Fe®*, foi descrito por Pulido et al. (2000) descrevem o
método, como uma alternativa desenvolvida para determinar a redugao do ferro em
fluidos biolégicos e solugdes aquosas de compostos puros. O meétodo pode ser
aplicado para estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas e
para o estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras.

A partir do ensaio de FRAP foi possivel identificar que o extrato de Rhodiola
rosea reduziu maior quantidades de Fe3* em Fe?* (10,86 + 0,16 mmol/g), seguido do
extrato de Curcuma longa (5,16 £ 0,10 a mmol/g) e Panax ginseng (5,10 + 0,02
mmol/g), conforme pode ser visualizado na tabela 4. Os menores resultados
apresentaram semelhanca estatisticamente (p<0,01). Nota-se que Rhodiola rosea
apresentou menor atividade potencial antioxidante nas demais metodologias, porém
nesta demonstrou melhor valor de atividade. Em relacdo a analise estatistica foi
possivel observar que diferiu estatisticamente das demais amostras.

Siqueira e colaboradores (2021), avaliaram a atividade antioxidante pelo
método de FRAP de 10,09 + 0,37 mg de quercetina equivalente g-+ de cdrcuma. A
curcuma foi caracterizada quanto ao teor de compostos fendlicos totais e avaliada em
relacdo a capacidade antioxidante in vitro. A capacidade antioxidante dos extratos brutos
de curcuma em acetona 80%, mostrou-se adequada para o teste in vitro realizado, sendo
considerado elevado, significando um composto fendlico com alta atividade antioxidante.

Camarati (2017), encontrou o valor de 158 Fe?*/mg para o extrato etandlico de
Curcuma longa, mostrando em seu estudo esse foi o melhor valor para atividade
antioxidante em comparacdo a outros métodos apresentados em seu trabalho,
resultado semelhante foi encontrado por Tiveron et al., (2012) que observou um valor

de 169,1 Fe?*/mg para Curcuma longa.

No estudo de Alves (2020), para o ensaio de FRAP, extratos de Curcuma longa,
elaborados com solventes combinados com agua, apresentaram maior capacidade
antioxidante, sendo superior ao da agua. Os resultados foram condizentes com os dos
solventes que melhor extrairam compostos fendlicos totais, demonstrando que os
extratos com solventes com menor polaridade apresentaram melhor resposta e maior

capacidade antioxidante.
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No estudo de Zhao e colaboradores (2020) foi determinada a atividade
antioxidante de Panax ginseng por meio do método FRAP, cujo resultado mostrou seu
potencial como um antioxidante natural eficaz. As analises realizadas corroboram para
0 conhecimento da atividade antioxidante da mesma e os resultados obtidos no
presente trabalho, mostrando que quanto maior a atividade antioxidante, maior o teor
de fendlicos totais. No entanto, sabemos que o potencial antioxidante dos compostos
fendlicos depende de alguns outros fatores como o peso molecular, o numero de anéis

aromaticos e a natureza da substituigdo do grupo hidroxila (KIM et al., 2004).

Os resultados obtidos por Qian et al., (2012), mostraram que o extrato etandlico
de Rhodiola crenulata possui maior atividade antioxidante pelo ensaio FRAP (1198,20
Fe2* umol/g) em comparagdo com o extrato aquoso ou extrato em po. Esse resultado
pode ser devido ao alto nivel de compostos fendlicos presente na planta,
principalmente o salidrosideo, que € considerado um forte antioxidante e um dos

principais compostos da espécie.

De acordo com Zong et al., (2020) em seu estudo, a atividade dos o6leos
essenciais de Rhodiola rosea é bastante baixa, principalmente quando comparada
aos extratos polares. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a presenga de
Oleo essencial de Rhodiola rosea nao esta relacionado com a sua atividade
antioxidante. Segundo Sist et al.,, (2018), em seu trabalho este mesmo ensaio
apresentou o valor de 4767 umol Fe?*/g no extrato aquoso de Rhodiola rosea. Os
achados deste trabalho estdo de acordo com o presente estudo, onde foi determinado
o teor de atividade antioxidante por meio de métodos in vitro de sequestro dos radicais

livres.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Podemos observar que a Nutricao é determinante no processo de patogénese
de diversas doengas, uma vez que possui a capacidade de reduzir o risco de doengas
e modular fatores que predispdem desequilibrios, promovendo saude e vitalidade.
Considerando que uma alimentacédo adequada e rica em compostos bioativos é capaz
de promover uma longevidade saudavel por meio das evidéncias apresentadas que
mostram que as plantas medicinais apresentam propriedades terapéuticas que podem
contribuir na reducao do estresse oxidativo.

Conseguimos trazer pontos importante para discussdo e os resultados que
contribuem para o conhecimento cientifico das espécies de Curcuma longa, Panax
ginseng e Rhodiola rosea. Através da analise fitoquimica por CCD e no doseamento
das raizes, foi possivel identificar a presenca de compostos fendlicos nos extratos
brutos a nas fragdes das espécies, onde na CCD destacou-se a classe dos
flavonoides, presentes na maioria dos extratos e fragdes. No doseamento foi possivel
observar maior prevaléncia de compostos metabdlicos secundarios nos extratos
brutos, quando comparados com as fracdes de acetato de etila e extrato metandlico.

Estas mesmas espécies apresentaram em seus extratos brutos atividades
antioxidantes, onde foi possivel observar o potencial desses extratos no combate aos
radicais livres, nos ensaios realizados. Para os ensaios de atividade antioxidante,
destacou-se a espécie de Curcuma longa, para os ensaios de FIC, DPPH e ABTS
com capacidade antioxidante superior aos demais extratos. Enquanto o extrato da raiz
de Rhodiola rosea obteve melhor valor pelo poder antioxidante redutor do ion férrico
(FRAP). Assim, pode-se concluir que os extratos dessas espécies medicinais
apresentam atividade antioxidante e que Curcuma longa teve maior capacidade de
combater os radicais livres, tendo em vista os valores de CEso encontrados.

Considerando que, em altas concentragdes, os radicais livres podem danificar
os principais componentes celulares do nosso organismo temos os antioxidantes
sintetizados pelos extratos de Curcuma longa, Panax ginseng e Rhodiola rosea, como
alternativas promissoras para neutralizar as EROs. E nessa perspectiva, o tratamento
de doencgas e seu papel no antienvelhecimento apresentou grande relevancia no

estudo.
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Entre diversas plantas medicinais, Curcuma longa, Panax ginseng e Rhodiola
rosea despertou o interesse para este estudo devido ao fato de terem seus
mecanismos bastante elucidados, além de serem utilizadas comercialmente através
da industria alimenticia e/ou farmacias de manipulagdo, onde o profissional
nutricionista tem forte atuagao por meio de suas prescrigdes.

Visando elucidar os fatores envolvidos na utilizagao das plantas medicinais com
caracteristicas antioxidante, ainda sao necessarios mais estudos in vivo para que
possam ser desenvolvidos produtos nas areas alimenticia e farmacéutica, tendo em
vista que a grande maioria dos estudos analisados foram in vitro. Além de estudos
mais detalhados e isolamento de compostos destes extratos para melhor caracteriza-
los, bem como estudo de toxicidade s&o necessarios para avango na pesquisa € uso

desses vegetais na pratica clinica.
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Nome Cientifico : Curcuma longa

Lote Interno  : 3675(1) Validade : 01/04/2022 D.C.B. : 10823
Lote Fabricante : 3675 Fabricagdo : 01/04/2020 C.AS. : 84775-52-0
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Analises Realizadas pelo Fabricanie :

Teste : Especificagio : Resultado :
Aspecto P6 amarelo Pé amarelo

Cor Amarelo (1% em agua) Amarelo

Odor Caracteristico Caracteristico
Sabor Caracteristico (1% em agua) Caracteristico
pH (1% em agua) 30a7,0 6,78
Condutividade (mV) (1% em agua) Informativo 323

Densidade Aparente 0,200 a 0,700 g/mL 0,530
Densidade compactada 0,200 a 0,700 g/mL 0,670

Umidade Méximo 10,0 % 2,84
Solubilidade Insoluvel em agua Insolavel

Cinzas Tolais Informativo (%) 0,77

Cinzas insoltiveis (em acido) Informativo (%) 0,77

Elementos Estranhos Maximo 2,0% <2,0

Acaros mortos . Méximo 5 em 100g De acordo
Metais pesados Méaximo 20 ppm <20

Contagem total de bactérias Max. 10.000 UFC/g N&o determinado
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Enterobactérias Auséncia N&o determinado
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Pseudomonas sp Auséncia N&o determinado
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empresa se reserva ao direito de modificar as especificagdes do produto sem aviso prévio.

Observagéo Distribuidor : Resultados transcritos do fabricante / INSUMO ALIMENTICIO/ HIGROSCOPICO

Armazenamento : Ficha de Seguranca : Referéncia :
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Parte(s) Utilizada(s) : Raiz

Resultado : Aprovado (X) Conclusao : Todos os resultados atendem as especificacdes

Conferéncia automatizada
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Data de Fabricagdo: 17/09/2019 Lote de Fabricagao: GL10U190901
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CAS: 11021-14-0 . DCB: -
Férmula Molecular: - Peso Molecular: - A
Nome Quimico: =
Informagoes Complementares: Nome botanico: Panax Ginseng Parte utilizada da planta: Raiz
ENSAIOS \I ESPECIFICAGOES IRESULTADOS J
I
LABORATORIO FISICO-QUIMICO |
-84
- PERDA POR DESSECACAQ (0) Né&o mais que 5,00 % 36% —l
|
-ASPECTO (0) Po fino Po fino
- COR (0) Amarelo claro Amarelo claro
1
-ODOR (0) Caracteristico Caracteristico
- SABOR (0) Caracteristico Caracteristico
- IDENTIFICACAO POR TLC (0) Positivo Positivo
- METAIS PESADOS (0) Nao mais que 10 ppm Nao mals que 10 ppm
- ARSENIO * (0) Nao mais que 2 ppm <LQ
- CHUMBO * (0) Nao mais que 2 ppm <LQ
. S |
- CINZAS TOTAIS (0) Nao mais que 5,0% 4,1% ’
GINSENOSIDEOS (0) N&o menos que 10,00 % 13.06 % |
SOLV. RES. METANOL * (0) Nao mais que 5000 ppm 54 ppm
RES. PEST. BHC (666) * (0) Nao mais que 0,2 ppm |<LD J
RES. PEST. DDT *(0) Nao mais que 0,2 ppm <LD (
DENSIDADE APARENTE (7) Informativo |0.51 g/mL
ABORATORIO MICROBIOLOGICO
CONTAGEM TOTAL (0) Nao mais que 1000 UFC/g {Menor que 10 UFC/g
BOLORES E LEVEDURAS (0) Nao mais que 100 UFC/g i Menor que 10 UFC/g
e —— S
E. COLI (0) Ausente 'Auseme
b
azdo Social: Galena Quimica e Farmaceutica Lida CNPJ: 57.442.774/0001-90
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CERTIFICADO DE ANALISE
Insumo: Rhodiola Rosea Ext Seco 3% Data de Anilise: 12-05-2020
Lote Interno: 19F01-B050-061921B Lote Fabricante: 20190218
Data de Fabricagdo: 18-02-2019 - Data de Validade: 17-02-2022
Origem: China Procedéncia: China
Condigdes de " Ordem de
Armazenamento: Temperatura Ambiente Eraclonamsnto: 061991
DCB: - [oci: g
CAS: - |Peso Molecular: -
Formula Molecular: - |
Observagdes: Parte Utilizada: |Raiz Nome Cientifico: [Rhodiola Rosea
Testes Especificagoes Resultados Unidade Referéncias
Descrigdo * Pé6 marrom escuro, com odor caracteristico. Conforme Fabricante
Sabor Caracteristico. Conforme Fabricante
Perda por dessecagéo * <= 6,0 (1g/ 105°C/ Peso constante) 3,96 % Fabricante
Cinzas totais * <=5,0 1,0_6 % Fabricante
Metais pesados * <=20 <20 ppm Fabricante
Solvente residual (CG) * Etanol <= 5000 581,66 ppm Fabricante
Solvente de extragdo Etanol. Conforme Fabricante
Teor (HPLC) * Salidroside >= 3 3,05 % Fabricante
Testes microbiol6gicos
Contagem total de = i
bacténas * <= 1000 <10 UFC/g |Fabricante
Fungos e leveduras * <= 100 <10 UFC/g |Fabricante
Escherichia coli * Negativo Negativo Fabricante
Salmonella * Negativo Negativo Fabricante
Staphylococcus * Negativo Negativo Fabricante
Teste adicional
Densidade aparente * Informativo (Sem compactagéo) 0,40 g/mL MGFB -V
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