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RESUMO

INTRODUCAO: O estresse oxidativo constitui-se em uma ameaca
constante para o organismo. Em virtude disto, uma série de defe-
sas antioxidantes, além de sistemas de reparo em células evoluiram
com o objetivo de protecao contra a destruicdo e danos ocasiona-
dos pelos radicais livres. As plantas produzem uma enorme varie-
dade de antioxidantes que tendem a agir contra o dano celular por
meio da remocao de espécies reativas de oxigénio e espécies reati-
vas de nitrogénio. A Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kun-
th, familia Verbenaceae, é um arbusto aromatico conhecido como
“Alecrim-do-campo”, sendo responsavel por variadas atividades far-
macoldgicas e bioldgicas, inclusive a protec¢do antioxidante.
MATERIAL E METODOS. Para tanto foi avaliado o potencial antio-
xidante in vitro pelos métodos potencial redutor, 2,2difenil-1-picri-
Ihidrazila (DPPH), inibicdo da peroxidacao lipidica (TBARS), radical
hidroxila e oxido nitrico, nas concentragdes de 100, 300 e 900 uM.
RESULTADOS E DISCUSSAO. Todas as concentrac®es apresentaram
atividade antioxidante. O potencial redutor, as redu¢des da produ-
cdo de TBARS e inibicdo do radical DPPHe mostraram-se superiores
ao controle positivo, o acido ascérbico, evidenciando uma alta pre-
senca de substancias antioxidantes.

CONCLUSAO. Estes resultados sugerem que esta espécie é promis-
sora para a producdo de fitoterdpico onde a atividade antioxidante
seja de acdo desejada.
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ABSTRACT

Oxidative stress is a constant threat to the body.
As a result, a series of antioxidant defenses, in addition to cell repair
systems, have evolved with the aim of protecting against destruction
and damage caused by free radicals. Plants produce a huge variety
of antioxidants that tend to act against cell damage by removing
reactive oxygen species and reactive nitrogen species. Lippia
origanoides Humboldt, Bonpland and Kunth, family Verbenaceae,
is an aromatic shrub known as “Rosemary-of-the-field”, being
responsible for various pharmacological and biological activities,
including antioxidant protection.

For that purpose, the antioxidant
potential in vitro was evaluated by the potential reducing methods,
2,2diphenyl-1-picrilhidrazil (DPPH), inhibition of lipid peroxidation
(TBARS), hydroxyl radical and nitric oxide, in concentrations of 100,
300 and 900 puM.

All concentrations showed antioxidant
activity. The reducing potential, reductions in TBARS production
and inhibition of the DPPH radical ¢ were shown to be superior
to the positive control, ascorbic acid, showing a high presence of
antioxidant substances.

These results suggest that this species is promising
for the production of herbal medicine where the antioxidant activity
is desired.

Este é um artigo, em acesso aberto, publicado sob licenca Creative Commons



CAP 8 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE Lippia origanoides H.B.K

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao de doencas, € uma
das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade, sendo tdo antiga quanto a espécie hu-
mana; e por muito tempo, produtos de origem mineral, vegetal e animal foram as principais fontes de
farmacos (SIVIERO et al., 2012). Os fitoterapicos e fitofarmacos estdo sendo o alvo das pesquisas no
campo da farmacoterapia da depressao e de outros transtornos psiquiatricos, visto que um dos fato-
res motivadores desta preferéncia tem sido a preocupacao com os efeitos adversos ocasionados pelas
drogas sintéticas usadas atualmente no tratamento das patologias relacionadas ao sistema nervoso
central (FAUSTINO; ALMEIDA; ANDREATINI, 2010).

Pesquisas cientificas envolvendo a composicdo quimica, botanica e atividade farmacoldgica de
plantas medicinais tornaram-se relevante na busca de novas drogas com propriedades terapéuticas.
Um dos maiores e mais importantes fatores para esse interesse em novos compostos com proprieda-
des farmacoldgicas é a enorme diversidade de constituintes quimicos que podem ser selecionados,
devido a complexidade da constituicdo quimica de plantas medicinais (BADKE et al., 2012).

Dentre as plantas medicinais comumente utilizadas pela populacdo, é objeto de estudo deste
trabalho a espécie Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kunth (HBK), familia Verbenaceae, € um
arbusto aromatico que chega a atingir até 3 m de altura, nativa da América Central (México, Guate-
mala e Cuba), norte da América do Sul, especialmente na regido amazonica (Guiana, Venezuela, Brasil
e Colémbia) e Antilhas. Na Colémbia é conhecida como “Oregano del Monte” (Orégano do Monte),
no norte do Brasil, é conhecida como Salva-de-Marajo e Alecrim d’Angola. No Piaui é conhecida como
“Alecrim-do-campo”, sendo amplamente dispersa na regido (SANTOS et al., 2004; STASHENKO et al,
2010).

Este trabalho teve como objetivo analisar a composicdo quimica do éleo essencial de L.origanoi-
des HBK (OELO) e avaliar sua atividade antioxidante in vitro.
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MATERIAL E OBTENCAO DA SOLUCAO DO OLEO
METODO ESSENCIAL

Foi utilizada biomassa aérea (folhas e ramos finos) da planta. A
biomassa foi secada a temperatura ambiente. Cada amostra foi tri-
turada e submetida a trés horas de hidrodestilagdo tipo Clevenger.
O oleo foi acondicionado em frasco de vidro ambar e mantidos sob
refrigeracdo a temperatura de aproximadamente-4o0C.

CARACTERIZACAO DO OLEO ESSEN-
CIAL

Os parametros de andlise foram os seguintes: a temperatura
do injetor foi fixada em 220 9C; a temperatura da interface foi pro-
gramada para 240 2C e a coluna programada para operar a 60 2C,
com elevacdo de temperatura na taxa de 3 2C min-1, até a tempe-
ratura de 240 9C. O gas de arraste empregado foi hélio, mantido
num fluxo constante de 1,0 mL min-1. Apds ajuste de todos os pa-
rametros do equipamento, injetou-se 1 ulL da fracdo volatil (DCM).
A analise com o detector de massas foi realizada no modo ‘scan’,
com o tempo de aquisicdo de 60,35 min; e corte do solvente em 2
min. A aquisicdo dos espectros de massas foi feita na faixa de 40 a
650 Daltons, pelo método da ionizacdo por elétrons, com energia
de ionizacdo de 70 eV (voltagem 1.5 kV, analisador do tipo quadru-
plo) e fonte de ions a 200 2C.

PREPARACAO DO OLEO ESSENCIAL

As amostras do OE foram diluidas em solucdo salina 0,9%, e
Tween 80 0,05% nas concentracdes de 100, 300 e 900 uM.

TESTES ANTIOXIDANTES IN VITRO

POTENCIAL REDUTOR

Aliquotas de 10 plL de cada amostra foram tomadas e transfe-
ridas, para tubos de ensaio. Em seguida foi adicionado o tampao
fosfato (500 uL; 0,2 M; pH 6,6) e o ferricianeto de potdssio (500
UL, 1% (p/v). A mistura foi colocada em banho Maria a 50 2C por
20 min. Depois dos 20 min, foi adicionado acido tricloroacético
(500 pL ,10%), agua destilada (500 L) e de cloreto férrico (250 uL;
0,1%), com posterior agitagdo. A absorbancia foi determinada no
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CAP 8 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE Lippia origanoides H.B.K

B=700 nm, em triplicata utilizando a absorbancia de 100% da atividade do padrao de acido ascorbico
nas concentragdes referidas para as amostras.

SCAVENGING DO RADICAL DPPH

Preparou-se o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe) em etanol na concentra¢do de 40 g/
mL, em seguida a absorbancia do radical DPPHe foi ajustada em 1.00 no Espectrofotdmetro. Pipetou-
-se aliquotas da amostra e dos controles positivo e negativo. Foi adicionado 2.000 plL do radical DPPHe
ajustado em 1.00 e agitou rapidamente a mao por 10 segundos. Deixo-0 em repouso a temperatura
ambiente por 30 minutos. Leu-se a absorbancia em 515 nm da mistura reacional. Todo o procedimen-
to foi realizado em baixa luminosidade.

A seguinte formula é utilizada para calcular a capacidade antioxidante contra o radical DPPH:

% de inibicdo do radical DPPHe = {(Abs — Abs x100}/A

controle mistura reacional) controle

AVALIACAO CONTRA A PEROXIDACAO LIPIDICA
(INIBICAO DA FORMACAO DE ACIDO TIOBARBITURI-
CO-TBARS)

Adicionou-se homogenato de gema de ovo em 50 mM de tampao fosfato (pH 7,4). Em seguida
foram pipetadas as amostras em triplicata. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo de dihidrocloridrato de
2,2’-azobis-2-metilpropinamida 0,12 M (AAPH) (120 mM). Realizou-se a reac¢do durante 60 minutos
(37 °C). Apds resfriamento, foram adicionados 0,5 mL de acido tricloroacético (15%) e 0,5 mL de 4cido
tiobarbiturico (0,6 %) e realizou-se a reacdo por 20 minutos (97°C). Centrifugou-se a amostra e fez-se
a leitura do sobrenadante usando um espectrofotdmetro a 532 nm.

SCAVENGING DE RADICAL HIDROXILA

Pipetou-se o volume da amostra e os controles, em seguida adicionou-se meio reacional: 150ulL
de EDTA 1,5 mM+ 150uL de frutose 50 mM+ 150uL de cloreto férrico 5mM+ 150uL de H202 100Mm.
Levou-se a mistura ao banho-maria a temperatura de 500C durante 30 min, posteriormente deixou
esfriar e acrescentou-se 500 pl de acido fosférico 4% e 500 pl de acido tiobarbiturico (TBA) 1%. No-
vamente a mistura foi levada ao banho-maria a temperatura de 100 oC durante 15 min. Leu-se em
espectrofotébmetro a 532 nm.

PRODUCAO DE NITRITO IN VITRO

Pipetou-se o volume da amostra e os controles (positivo e negativo). Em seguid
meio reacional: 1 ml de Nitroprussiato de sédio em Tampao Fosfato 20 mM (p
Banho Maria a 37°C durante 1 h. Acrescentou-se 500 ul do Reagente de
bos. Apds 10 minutos leu-se em espectrofotometro a 540 nm.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram obtidos como a média * erro padrao da média (E.P.M.), sendo avaliados
por meio da Analise de Variancia (ANOVA) seguidos pelo teste de t-Student-Newman-Keuls como post
hoc. A estatistica foi realizada por meio do GraphPad Prism versdo 5,01 software (1992-2007, Gra-
phPadSoftware Inc).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

A andlise das fracdes volateis por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
-EM) forneceu como resultado os cromatogramas. Os espectros de massas concernentes a cada pico
apresentaram similaridade significativa com a biblioteca do software adotado, biblioteca Willey229°.
Os indices de retencdo de cada constituinte foram calculados, com relagdo a um padrdo de hidrocar-
bonetos de cadeia linear, alifatica (C9 —C20) e ndo ramificada; e utilizados, além dos espectros de mas-
sas, como fator de identificacdo. A Tabela 1 contém a relagdo dos constituintes volateis identificados.

Entre os constituintes identificados destacaram-se p-cimeno (23,89%), timol (21,78%) e carva-
crol (18,87%). O timol e carvacrol sdo fendis monoterpendides biossintetizados em plantas a partir
do y-terpineno e p-cimeno. Por isso, estes Ultimos estdo sempre presentes em 6leos essenciais que
contém timol e carvacrol. Além disso, intermedidrios biossintéticos também podem estar presentes,
como: terpinen-4-ol, dlcool cumino e p-cimen-8-ol (BASER e DEMIRCI, 2007), como pode ser observa-
do na tabela 1. Tais resultados corroboram com aqueles encontrados por Santos et al (2004), que ana-
lisando trés colegGes de L. origanoides Kunth, encontraram como compostos majoritarios o carvacrol
(33,5-42,9%), p-cimeno (11,9-15,8%), y-terpineno (8,0-10,5%) e timol (5,1-8,4%).

TESTES ANTIOXIDANTES IN VITRO

O principio da atividade antioxidante baseia-se na disponibilidade de elétrons para neutralizar
quaisquer radicais livres. De acordo com Glulgin (2012), atualmente existe um crescente interesse em
substancias que apresentem propriedades antioxidantes, que sdo Uteis para a saude humana, tanto
como componentes dos alimentos, quanto como substancias preventivas que podem ser especificas
de produtos farmacéuticos.

Segundo Ruberto e Baratta (2000) os fendis sdo antioxidantes eficientes, assim as moléculas como
timol e carvacrol, sdo responsaveis pela atividade antioxidante de muitos 6leos essenciais que os con-
tém. A presenca nessas moléculas de grupos metileno fortemente ativados, de acordo com os auto-
res, € provavelmente a razao para este comportamento.
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POTENCIAL REDUTOR

Os redutores presentes na amostra sdao oxidados, enquanto que os ions férricos sdo reduzidos
para ions ferrosos, como mostrado abaixo.

Ferricianeto de potassio + Cloreto férrico Antioxidante Ferricianeto de potassio+ Cloreto ferro-
so (SINGHAL, M.; PAUL, A.; SINGH, H. P. 2013)

A concentragdo de 100 uM do OELO aumentou em 183,3% a reducao de Fe3+ para Fe2+ em com-
paragdo com o controle. A concentragao de 300 uM aumentou em 276,7% e de 900 uM, 351,7 %. A
concentracdo de 100 uM Acido Ascérbico (AA) aumentou em 252,5% a reducdo de Fe3* para Fe?* em
comparagdo com o controle. A 300 uM aumentou em 293,3 % enquanto que a concentragdo de 900
UM aumentou em 329,2 %. Como mostra a figura 1. De acordo com esses resultados, a CE50 do OELO
necessaria para reduzir ferricianeto de potassio (Fe**) a ferrocianeto de potassio (Fe?*) em 50% da sua
absorbancia inicial foi de 118,7 uM, entretanto o AA apresentou CE50 de 30,54 uM.

Figura 1. Teste do potencial redutor (Fe3+ /Fe2+) do OELO

0.3+ El - -
A Cantrs
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DPPH

Neste ensaio, o antioxidante reage com o radical DPPHe, convertendo-o em sua forma reduzida.
Nesta reacdo, a solucdo metandlica de DPPHe, inicialmente de coloragdo violeta, torna-se descolo-
rida e o grau desta descoloracdo indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre
(MOLYNEUX, 2004).

Segundo Moon e Shibamoto (2009), o teste DPPHe é simples, sensivel e mede a capacidade de
uma substancia potencialmente antioxidante de sequestrar o radical livre DPPHe, que em solucdo eta-
nolica apresenta coloracdo violeta. A atividade antioxidante é avaliada pelo monitoramento do decrés-
cimo da absorbancia, sendo esta proporcional a concentracdo de substancias antioxidantes presentes
na amostra testada (LIM et al., 2007; GOULART et al., 2009).

O resultado antioxidante correspondente ao sequestro do radical DPPH pelo OELO em diferentes
concentracdes esta representado na figura 5. Os valores da capacidade antioxidante do OELO frente
ao radical DPPHe nas concentracdes de 100, 300 e 900 uM foram respectivamente de 13,49%, 29,84%
e 34,12%, na qual reduziu de forma significativa (p<0,001) a concentracdo da solucdo de radical DPPHe
(sistema). Nas mesmas condicBes experimentais o Acido Ascérbico (AA) apresentou capacidade antio-
xidante de 9,06%, 9,47% e 27,51%, respectivamente.

De acordo com os resultados contra o radical DPPHe, a CE50 do OELO de 125,4 uM, se apresen-
tando menor que a CE50 do AA com 315,3 uM.

Figura 2. Efeitos do OELO na remoc¢do de DPPH.

150 4
Controke

OE 100uM
OE 300pM
OE 900uM
A 100uM
AA 300uM
AASDOUM

100- d 3

f

Porcentagem de remogio
do radical DPFH

Efeitos do éleo essencial de Lippia origanoides na remocdo do radical DPPH Os valores repre-
sentam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 3, experimentos em triplicata. O 4cido
ascorbico foi usado como padrdo antioxidante.a p<0,001 versus controle em relacdo ao sistema (meio
reacional) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).
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AVALIACAO CONTRA A PEROXIDACAO LIPIDICA
(INIBICAO DA FORMACAO DE ACIDO TIOBARBITURI-
CO-TBARS)

A atividade antioxidante, analisada pelo método TBARS quantificou a peroxidacdo lipidica e con-
sequente dano na membrana celular, medindo assim o estresse oxidativo. O AAPH, um composto azo
hidrossoluvel, é utilizado como gerador de radicais livres. A sua decomposicdo produz nitrogénio mo-
lecular, e radicais carbonilas, os quais, por sua vez, reagem com o acido tiobarbiturico, resultando na
formacdo de TBARS (ZIN; HAMID; OSMAN, 2002; FITO; LA TORRE; COVAS, 2007; MOON; SHIBAMOTO,
2009).

O OE, em todas as concentragdes testadas, foi capaz de prevenir a peroxidagao lipidica, reduzindo
a quantidade de TBARS formado. Resultado semelhante foi obtido com o acido ascérbico (AA), que
também inibiu a produgao a de TBARS. As concentragdes utilizadas de OE 100, 300 e 900 uM redu-
ziram a producdo de TBARS em 5,21%, 30,46% e 81,20% respectivamente. Comparativamente ao
controle positivo utilizado, o AA nas mesmas concentra¢des 100, 300 e 900 uM, promoveu inibigcdao
de 13,67%, 28,29% e 39,87% na producdo de TBARS. Pode-se perceber que na concentracao 900 uM
a reducdo produzida pelo OE foi muito superior ao do controle, como pode ser visto na figura 3. De
acordo com os resultados da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidacdo lipidica, o valor da
CE50 foi de 340,2 uM e 155,8 uM para OELO e AA, respectivamente.

Figura 3. Efeitos do OELO contra a producdo de substancias reativas com o acido tiobarbi-

turico
150+
Controle
= 100~ 3 3 B OF 200uM
[ua] p——
PE 3 = OE 00pi
=]
- g = AA 100pM
Af 300pM
g so0- == = .
2 = == AADOOuM
= a
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Efeitos do 6leo essencial de L.origanoides HBK contra a producdo de substancias reativas com o
acido tiobarbiturico. Acido ascérbico 100,300,900 uM foi usado como padrio antioxidante. Os va-
lores representam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 3, experimentos em triplica-
ta. ap<0,05 versus AAPH em relacdo ao sistema (meio reacional) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste)

SCAVENGING DE RADICAL HIDROXILA

O radical hidroxila (¢OH) avalia a atividade antioxidante de uma substancia baseado na capacidade
removedora de radicais livres formados em espécies menos reativas. Neste método o ¢OH é gerado
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pela reacdo de Fenton. Na presenca do ¢OH, a 2-desoxirribose é degradada a malonaldeido, sendo
entdo quantificado, cujo processo reacional estd descrito abaixo (HUANG; OU; PRIOR, 2005; PAYA,
HALLIWELL, HOULT, 1992).

|. Reacdo de Fenton:

O,-+Fe =0, +Fet,

H,O, + Fe **—= OH- + HOe + Fe

Il. Reacdo de degradacdo da 2-desoxirribose produzindo malonaldeido (MAD):
2-desoxirribose + ¢ OH ——» MAD

[ll. Por ultimo, o MAD reage com como com o acido tiobarbiturico, formando também TBARS,

O estudo demonstrou que OE 100, 300 e 900 uM produziu a remogao do *OH 21,4%, 59,5% e
62,06%, respectivamente. O AA (padrdo) também reduziu significativamente a quantidade deste radi-
cal, 29,4%, 59,5% e 66,4% em 100, 300 e 900 uM, respectivamente. Pode-se perceber que a inibicdo
do radical foi semelhante entre o OE e O AA, como mostrado na figura 4.

Diante dos resultados obtidos na inibicao da degradacdo da 2-deoxirribose, o valor da CE50 foi de
133,3 uM e 125,1 uM para OELO e AA, respectivamente.

Figura 4. Efeitos do OELO na remocdo do radical hidroxila.
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Efeitos do dleo essencial de L.origanoides HBK na remocdo de radical hidroxila. Acido ascérbico
0,45nM foi usado como padrdo antioxidante. Os valores representam a média = E.P.M. dos valores de
inibicdo in vitro, n = 3, experimentos em triplicata. ap<0,001 versus AAPH em relacdo ao sistema (meio
reacional) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

PRODUCAOQ DE NITRITO /N VITRO

O método de remocgdo do metabdlito nitrito para avaliacdo da atividade antioxidante também foi
utilizado, baseado na producdo de NOe a partir da decomposicdo de nitroprussiato de sédio em solu-
¢cao aguosa, como mostra a reacao:

Adaptado de RAMOS; CAVALHEIRO; CAVALHEIRO, 2006.
[.NPS ———» NOe
Por sua vez, este radical reage com o oxigénio gerando o radical nitrito
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II.LNOe+% 02 —— 5 NO2e
O radical nitrito reage com o radical éxido de nitrico e forma-se o anidrido nitroso, um reagente
nitrosante (SYKES, 1991):
[II. NO2e + NO# ———— O =N -0 - N=0 (anidrido nitroso)

O anidrido nitroso, ao reagir com a sulfanilamida do reagente de Griess (1% de sulfanilamida em
5% de acido fosférico e dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina) a 1% em agua, forma o sal de dia-
zO6nio, que em seguida, realiza acoplamento diazo com o N-(1-naftil)-etilenodiamina para produzir o
diazo composto de cor violeta, um croméforo de absorcdo maxima em 546 nm. Se no meio reacional
houver substancias antioxidantes, estas vdo competir com o oxigénio, e a producdo do radical nitrito
NO, e serd reduzida. As rea¢Bes a seguir mostram a produgdo do cromoforo:

Figura 5. Efeitos do OELO na produgdo de nitrito.
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Efeitos do OE na remogdo do metabdlito nitrito. Os valores representam a média + E.P.M. dos va-
lores de inibicdo in vitro, n = 3, experimentos em duplicata. O AA foi usado como padrdo antioxidante.
ap<0,001 versus controle em relacdo ao sistema (meio reacional) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste); ap<0,00 sistema em relacdo ao controle (ANOVA e t-Student-Neuman-

4%, 50,80% e 58,05% (100, 300 e 900 uM, respecti-
59,51% (100, 300 e 900 uM, respectivamente).
CE50 do OELO foi de 1030 uM, e do AA de



CAP 8 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DE Lippia origanoides H.B.K

CONCLUSAO

O OE exerce efeito antioxidante in vitro mediante os métodos utilizados. Este estudo fornece
subsidios para a exploracao de efeito farmacoldgico da L.origanoides HBK, uma vez que a terapéutica
farmacoldgica atual para o tratamento de doencas como Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla,
doenca de Huntington, epilepsia e alguns tipos de neoplasias pode ser relacionado aos mecanismos
antioxidantes. Além disso, compostos com ac¢do antioxidante podem retardar o envelhecimento. Des-
sa forma, a busca por novos agentes antioxidantes é extremamente necessaria e atualmente é objeto
de interesse em novas pesquisas pela industria farmacéutica.
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