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INTRODUCAO

Historicamente, a medicina tem usufruido de produtos naturais como uma fonte
virtualmente infinita para o tratamento de diversas moléstias e, apesar do grande avango
tecnoldgico que sobreveio no que diz respeito a sintese de substincias com potencial
farmacoldgico, estudos indicam que das 847 moléculas farmacologicamente ativas
conhecidas, 5 % sao extraidas diretamente de fontes bioldgicas, aproximadamente 27 %
sao derivadas destas fontes, as chamadas drogas semi-sintéticas e, das 572 restantes,
262 sdao moléculas sintéticas andlogas as encontradas em plantas e outros organismos.
Pesquisas sugerem que de todas as drogas prescritas atualmente, 25 % provenham
exclusivamente de plantas, o que indica um potencial farmacoldgico sobressalente em
relacdo a outros organismos, tais compostos utilizados pela indudstria farmacéutica
desempenham um papel fisiolégico no metabolismo secundario das plantas, atuando
como sinalizadores intercelulares e protegendo-as contra herbivoria e estresse oxidativo
por irradiacdo intensa (NEWMAN & CRAGG, 2007).

Neem (Azadirachta indica A. Juss, Meliaceae) € uma planta de porte arbéreo originéria
da India onde é popularmente utilizada para o tratamento de diversas doencas. Dados da
literatura mostram que as folhas de Neem sdo atdxicas e nao-mutagénicas, além de
possuir atividade anticarcinogénica supostamente por auxiliar os sistemas de defesa
antioxidantes celulares (BISWAS et al, 2002).

A cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial € a principal fonte de
ATP em células de mamiferos, fato pelo qual a torna essencial a vida. Durante a
fosforilagdo oxidativa uma pequena fracdo de todo o oxigénio consumido pela
mitocOndria sofre reducdo incompleta gerando radicais livres que podem atacar a
propria organela, motivo pelo qual a mitocondria € um excelente modelo para estudos
de estresse oxidativo. Radicais livres sdo dtomos ou moléculas que contém um ou mais
elétrons desemparelhados, seja no orbital atdmico ou molecular. Podem ser
classificados em espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), sendo ambas produzidas durante o metabolismo celular normal. Ao serem
formadas, estas espécies reativas reagem rapidamente com outro radical ou com outra
molécula por varios mecanismos, sendo que a velocidade e a especificidade dessas
reacoes dependem da concentracdo do radical, de sua reatividade e da localizacdo do
elétron desemparelhado (VALKO et al, 2007).



OBJETIVOS

Nossos estudos anteriores mostraram que o extrato propilenoglicélico das folhas de
Neem possue potente antioxidante, por conta de uma somatdria de sua capacidade
scavenger de radicais livres e quelante de Fe**, impedindo que este fon catalize reacdes
tipo Fenton. Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar o potencial antioxidante de
extratos das folhas de Neem obtidos com a utilizacdo de solventes com diferentes
polaridades, a fim de refinarmos os possiveis grupos de substancias responsaveis por tal
efeito

METODOLOGIA

Os extratos foram obtidos por percolagdo fracionada utilizando acetato de etila,
metanol, hexano ou diclorometano como solventes. Todo o solvente foi entdo removido
por evaporacdo em um sistema de baixa pressdo para entdo se obter o extrato puro. A
padronizacao do extrato foi feita pela dosagem de fendis e flavondides totais presentes,
substancias produzidas por plantas em geral e que desempenham papéis fisioldgicos,
entretanto estdo sujeitas a variacdes nas concentracdes circulantes por conta de fatores
ambientais como o clima, condi¢des do solo e exposi¢do a pragas.

As mitocondrias utilizadas foram obtidas de figado de ratos e isoladas por centrifugacao
diferencial. A oxidagdo de lipidios das membranas mitocondriais foi avaliada por um
ensaio espectrofotométrico em que sdo quantificadas substincias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) (BUEGE & AUST, 1978). Sera verificada a capacidade do
extrato em neutralizar EROs gerados pela mitocondria em condi¢des de estresse
oxidativo, utilizando a sonda DCFDA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato), molécula
que sofre clivagem por EROs, gerando DCF que € capaz de emitir fluorescéncia.

A atividade scavenger dos extratos foi avaliada pela reducdo do radical livre estdvel
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que todos os extratos com diferentes polaridades das
folhas de Neem foram sdo capazes de inibir a oxidacdo dos lipideos das membranas
mitocondriais em condi¢des de estresse oxidativo gerado pela incubacdo com
Fe**/citrato. A oxidacdo lipidica é um dos muitos fendmenos que podem ocorrer na
membrana mitocondrial decorrente do ataque de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que em condicdes de estresse pode levar a perda das fun¢des mitocondriais.

Os extratos obtidos utilizando metanol e acetato de etila foram os mais eficientes em
neutralizar as EROs geradas pela mitocondria sem situacdo de estresse oxidativo gerado
tanto pela incubagcdo com Fe®*/citrato quanto pela incubacdo com t-BuOOH, ambos
chegaram a inibir até 98,61% a fluorescéncia de DCF. Os extratos obtidos com a
utilizagdo de diclorometano e hexano mostraram eficiéncia menor que 85% nas mesmas
condicoes.

A quantificagdo de flavonodides e fendis totais mostrou que todos os extratos apresentam
grandes quantidades destas substancias. Fendis e flavondides possuem uma atividade
antioxidante muito bem documentada e atuam, dentre outros modos, como scavenger de
radicais livres (MARTINEZ-FLORES, 2002). Nesse sentido resolvemos testar apenas a
capacidade scavenger de radicais livres do extrato. Para isso usamos o radical livre
estavel (DPPH) que, ao ser reduzido, muda de cor o que torna possivel quantificar
através de uma andlise espectrofotométrica. Como pode ser observado na Fig. 1, apenas
o extrato metandlico de A. indica é capaz de reduzir o DPPH, apresentando grande
potencial scavenger de radicais livres. Isto explica parte dos resultados observados com
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relacdo a neutralizagdo de EROs pelo extrato metandlico, mas ndo explica a grande



capacidade exibida pelo extrato obtido com acetato de etila levando-nos a crer que atue
de outros modos que nao como scavenger de radicais livres.
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Fig. 1 - Reducio do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) por diferentes
concentracoes dos extratos de A. indica. em diferentes concentracgdes. O controle (C) foi
conduzido com DPPH 50 umol x L na auséncia de extrato. Met: metanol, Hex: Hexano, Dicl:
Diclorometano, Acet: Acetato de Etila nas concentracdes indicadas. Os valores sdo exibidos
em porcentagem referente ao padrio, atribuido como 100 %.

CONCLUSOES

Os resultados mostram que os extratos das folhas de A. indica obtidos com a utiliza¢do
de metanol e acetato de etila sdo os que apresentam maior potencial antioxidante em
sistemas bioldgicos, verificado por meio de inibicdo da oxidacdo de lipideos de
membrana mitocondrial e da inibicao da geracdo de EROs. O efeito exibido pelo extrato
metandico € decorrente, pelo menos em parte, de sua atividade scavenger de radicais
livres enquanto o mecanismo de acao exibido pelo extrato com acetato de etila carece de
explicacOes até o momento e poderia ser testado com a realizacdo de ensaios que
avaliem sua interferéncia nos sistemas de defesa antioxidantes da mitocOndria.
Observamos que ndo existe uma relacdo direta entre os niveis de flavondides e
compostos polifendlicos e a atividade antioxidante, j& que os extratos com
diclorometano e acetato de etila, apesar de apresentarem altas concentracdes destas
substancias, ndo sdo capazes de atuarem como antioxidantes proporcionalmente.
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