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INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande variedade de plantas com potencial farmacologico
devido a biodiversidade de sua flora. Baccharis dracunculifolia, conhecido como
alecrim do campo, e Rosmarinus officinalis, alecrim, sdo muito usados na culinaria e na
medicina popular, mas existem poucos dados sobre sua a¢do antioxidante em sistemas
biologicos.

Rosmarinus officinalis (Labiatae) ¢ uma espécie originaria do Mediterrdneo e foi
introduzida no Brasil na época dos primeiros colonizadores, e ¢ largamente utilizada na
culinaria popular. Sdo descritas inimeras aplicagdes farmacologicas para o Rosmarinus
officinalis, tais como agao tonica, é estimulante, carminativo, desinfetante, anti-séptico,
aromatico e bactericida.

Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) é uma espécie arbustiva ¢ esta distribuida entre
a regido sudeste ao sul do Brasil, estendendo-se até a Argentina, Uruguai, Paraguai e
Bolivia. Estudos recentes demonstram que as abelhas, no Brasil, produzem o propolis
verde utilizando como base a planta Baccharis dracunculifolia. Em toda a Asia,
especialmente no Japao, a propolis € empregada no desenvolvimento de medicamentos
hepatoprotetores ou para a inibi¢do do desenvolvimento de tumores.

Inameras doencas degenerativas, como cancer, esclerose multipla e o proprio processo
de envelhecimento estdo relacionados com a agdo de radicais livres formados em nosso
organismo, sendo que a descoberta de novos compostos ou substancias que apresentam
atividade antioxidante ¢ considerada de extrema importancia e necessdria para avangos
no tratamento ou cura de tais processos e patologias.

OBJETIVOS

A mitocondria € uma importante fonte e, ao mesmo tempo, alvo de radicais livres,
estando envolvidas em diversos processos patologicos, constituindo assim um
interessante sistema para estudos de estresse oxidativo. Neste trabalho, estudamos os
efeitos antioxidantes dos extratos glicélicos de B. dracunculifolia e R. officinalis usando
mitocondrias isoladas de figado de rato como sistema modelo e tert-butilhidroperoxido
como indutor de geragdo de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo. A
caracterizagcdo dos efeitos antioxidantes dos extratos vegetais em sistemas bioldgicos
proposta neste projeto ¢ de extrema importancia para avaliagdo do potencial
farmacoldgico destas substancias e uma possivel utilizagdo na Industria Farmacéutica e
Cosmética.



METODOLOGIA

Os extratos foram obtidos pelo método de percolagdo fracionada segundo a
Farmacoépeia Brasileira e considerados como 100% para este estudo. As mitocondrias
isoladas de figado de rato foram obtidas por centrifugacao diferencial e a quantificagdo
de proteinas foi feita pelo método do Biureto (CAIN & SKILLETER, 1987). A
lipoperoxidagdo da membrana mitocondrial foi avaliada espectrofotometricamente pela
formacgao de substancias reativas ao 4cido tiobarbitirico (TBARS) (BUEGE & AUST,
1978). A oxidagdo das membranas mitocondriais foi avaliada pela formagao de grupos
tidlicos de proteinas mitocondriais e foram dosados usando DTNB (JOCELYN, 1987).
A geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi avaliada
espectrofluorimetricamente utilizando 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA)
nos comprimentos de onda de 503nm (excitagdo) e 529nm (emissdo) e também
espectrofotometricamente, utilizando um sistema de gera¢do de anion superdxido
utilizando xantina/xantina oxidase e redu¢do do composto NBT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a finalidade de avaliar a atividade scavenger de radicais livres dos extratos, neste
trabalho, utilizamos como indutor de estresse oxidativo mitocondrial o tert-
butilhidroperéxido (t-BuOOH), um peroxido organico capaz de induzir estresse
oxidativo em sistemas bioldgicos.

Um dos experimentos propostos para caracterizar protecdo dos extratos &
macromoléculas foi a lipoperoxidagdo, rea¢do cujo principal produto sdo aldeidos os
quais formam espécies reativas ao acido tiobartiturico (TBARS) como produto final,
que pode ser dosado como indicador de danos oxidativos a lipideos causados por
espécies reativas de oxigénio (EROs). Como pode ser observado na Figura 1, os
extratos de Ba e Ro foram capazes de inibir a LPO da membrana mitocondrial, induzida
t-BuOOH, onde o maximo de reducao da formacao de TBARS (equivalente ao controle)
foi obtido nas concentragdes de 0,05% (v/v) para Ba e para Ro.

Uma vez caracterizado o efeito protetor dos extratos sobre os lipideos da membrana
mitocondrial, passamos a verificar o efeito dos mesmos sobre grupamentos tidlicos de
proteinas mitocondriais, uma vez que esses sdo candidatos preferenciais a oxidacao em
proteinas. Além disso, a oxidacdo de grupamentos tidlicos com formagdo de pontes
dissulfeto em proteinas da membrana mitocondrial estd associada a transicdo de
permeabilidade mitocondrial e, consequentemente, a morte celular (KOWALTOWSKI
& VERCESI, 1999).

Dessa forma, os extratos foram incubados com a suspensao mitocondrial e na presenca
do indutor t-BuOOH, ambos os extratos inibiram de maneira concentracdo dependente a
oxidacdo desses grupamentos, em 0,05% os extratos de Ba e Ro inibiram 100% a
oxidagdo dos grupos tiolicos, igualando-se ao controle.

Uma vez caracterizado o efeito protetor sobre a oxidagcdo de macromoléculas biologicas,
tanto lipideos quanto proteinas, de ambos os extratos, passamos a investigar os
mecanismos moleculares responsaveis por tal efeito antioxidante.

O DCFDA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato) ¢ uma molécula ndo fluorescente
utilizada para deteccdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), pois torna-se
fluorescente quando oxidada por tais espécies em DCF, de tal forma que quanto maior
for a producao de EROs no sistema maior a fluorescéncia. Como resultado, os extratos
foram capazes de inibir a formacdo de EROs sendo que a maior concentragdo testada
(0,05%) apresentou quase inibicdo total, igualando-se ao controle para ambos os
indutores.
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Fig. 1 — Efeito dos extratos glicolicos de B. dracunculifolia (Ba) e R. officinalis (Ro)
sobre a oxidacdo de lipideos da membrana mitocondrial e a atividade scavenger de
superéxido. As mitocondrias (1mg/mL) foram incubadas com os extratos em diferentes
concentragdes e a porcentagem de inibigdo da geragdo de TBARS pelos extratos foi
calculada em relacdo ao t-BuOOH 0,6 mM considerado como 100 %. A atividade
scavenger de anions superdxido foi determinada espectrofotometricamente, através da
redu¢do do NBT, incubando-se os extratos em um sistema composto por
hipoxantina/xantina oxidase. O controle realizado na auséncia dos extratos foi
considerado como 100% de superdxido gerado, ou seja, 0% de inibigdo. (m) Rosmarinus
officinalis e (®) Baccharis dracunculifolia.

Para avaliarmos hipoteses acerca do mecanismo de agao antioxidante dos extratos, dessa
forma, para testarmos se os extratos atuam como Scavenger, de anions superdxido,
utilizamos um teste in vitro, ou seja, sem mitocdndrias, utilizando xantina oxidase para
geracdo do superoxido. Utilizamos como indicador, o composto tetrazolium nitroblue
(NBT), que ¢ oxidado pelo anion superéxido gerado a partir do sistema
hipoxantina/xantina oxidase apresentando alteracdes espectrais caracteristicas que na
sua forma reduzida torna-se azul, e absorve luz num comprimento de onda de 540nm, e
a porcentagem de scavenger de superdxido foi calculada comparando-se os resultados
obtidos com o controle. Os extratos mostraram-se capazes de neutralizarem o
superoxido gerado de forma concentracdo-dependente. Sendo assim, os extratos
mostraram-se eficazes, sendo que para Ba a inibicao de TBARS foi maior, mas para a
atividade scavenger de anion superdxido, Ro, foi quem apresentou maior atividade

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que os extratos glicolicos de
Baccharis dracunculifolia ¢ Rosmarinus officinalis, ricos em flavondides ¢ compostos
fendlicos, apresentam potente atividade antioxidante, caracterizada pela inibicdo da
oxidacdo de macromoléculas bioldgicas (lipideos e proteinas). Tal atividade € resultante
da atividade scavenger de radicais livres. A auséncia de citoxicidade em células em



cultura associada a atividade antioxidante demonstrada aponta para o grande potencial
cosmético e cosmecéutico destes extratos.
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