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Antioxidant Activity Evaluation of Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken
Fractions and their Phytocomplexes with B-cyclodextrin

Abstract: The aim of this work was the synthesis, characterization and evaluation of the in vitro
antioxidant activity of phytocomplexes formed by hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol
fractions of Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, associated with B-cyclodextrin (BCD). After the synthesis,
the phytocomplexes were characterized in solution and in solid state by UV-Vis spectroscopy and
thermogravimetric analysis (TGA/DTG), which showed the preference of BCD by the rich flavonoid
fractions (ethyl acetate and n-butanol fractions). About the evaluation of the antioxidant activity, the two
methodologies employed in the studies, named DPPH and FRAP, showed that the ethyl acetate fraction
suffered an improvement of its activity in presence of $CD, as result of interactions of the flavonoids with
the cyclodextrin.
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante in vitro de
fitocomplexos produzidos pelas fragdes em hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol de
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken associadas a B-ciclodextrina (BCD). Apds a produgdo, os fitocomplexos
foram caracterizados em solugdo e no estado sdlido por espectroscopia na regido do UV-Vis e analise
termogravimétrica, sendo possivel demonstrar a preferéncia da BCD pelas fragdes ricas em flavonoides
(acetato de etila e n-butanol). Quanto a avaliagdo da atividade antioxidante, ambas as metodologias
utilizadas no estudo, DPPH e FRAP, mostraram que a fracdo em acetato de etila foi a que apresentou
melhoria da atividade antioxidante na presenga de BCD, como resultado das interagdes dos flavonoides
com a ciclodextrina.

Palavras-chave: Bryophyllum pinnatum, ciclodextrina, compostos de inclusdo, antioxidantes,
flavonoides.
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1. Introdugao

O Brasil é um pais que detém uma das
maiores biodiversidades do planeta, com
vasto conhecimento tradicional associado,
possuindo plantas medicinais com elevado
potencial para a produgdo de fitoterdpicos e
diversas outras classes de medicamentos.!

Acredita-se que 40 % dos farmacos disponiveis
na terapéutica atual tenham  sido
desenvolvidos a partir de fontes naturais,
sendo 25 % de plantas, 13 % de micro-
organismos e 3 % de animais.?

Plantas que apresentam atividade
antioxidante sdo de grande interesse para a
industria farmacéutica, uma vez que a
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presenca de radicais livres no meio bioldgico
pode causar problemas como mutacao do
DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo
lipidica. Esses processos sdo intimamente
relacionados aos mecanismos fisiopatoldgicos
da formac3o de ateromas e ateroscleroses.?

Nesse contexto, a Bryophyllum pinnatum
(Lam.) Oken (sinbnimo: Kalanchoe pinnata
(Lam.), Folha da Fortuna), da familia
Crassulaceae, se destaca por apresentar
diversas substancias antioxidantes de elevado
potencial farmacolégico, como flavonoides,
alcaloides, cardenolideos, esteroides, taninos
e saponinas, dentre outros.*

B. pinnatum é uma planta nativa da Africa
tropical e muito bem adaptada no Brasil,
sendo mundialmente utilizada na medicina
tradicional devido a ampla gama de atividades
bioldgicas. Popularmente, é usada como
antifdngico, antibacteriano e para o
tratamento de Ulceras gastricas, diarreia,
vOomito, queimaduras, picadas de insetos,
dores no corpo e doencas inflamatdrias.*> No
Brasil, o suco das folhas é utilizado para o
tratamento local de quelite, doenga
periodontal, rachadura dos Iabios, contusdes,
furdnculos e feridas.®

A utilizagcdo de composi¢Ges naturais como
medicamento apresenta, todavia, alguns
inconvenientes que podem interferir na
biodisponibilidade da droga vegetal. De modo
geral, em extratos etandlicos (mais comuns),
observa-se a presenca de moléculas de baixa
solubilidade aquosa e instabilidade quimica
frente ao pH, temperatura e luz, que podem
causar duras restricobes ao uso dessas
composicdes.’

Dentre as estratégias disponiveis para se
superar as restricdes acima citados, tem sido
proposto o emprego de formulagdes
contendo  nanodispositivos  carreadores
capazes de favorecer o contato entre os
componentes de extratos e o meio bioldgico.
Dentre os principais, podem ser citados
aqueles constituidos por polimeros
biodegradéveis,®  vesiculas  lipossomais,’
surfactantes'’ e ciclodextrinas.!

Ciclodextrinas sdo
ciclicos, obtidos através

oligossacarideos
da degradacao

Ve

enzimdtica do amido. As mais comuns sdo a
a-, PB- e vy-ciclodextrinas, constituidas
respectivamente por 6, 7 ou 8 unidades de a-
D-glicopiranose. Esses compostos se
destacam pela capacidade de formar
compostos de inclusdo com substancias
diversas, geralmente aumentando a sua
solubilidade, estabilidade e atividade
biolégica.l*1?

O uso de ciclodextrinas como agentes de
nanoencapsulamento tem sido praticado com
sucesso com diversas substancias bioativas de
origem vegetal, como alcaloides,* &cidos
fendlicos,* compostos polifendlicos;*> além
de misturas complexas, como extratos de
folha de oliva,*® prépolis™ e hibisco,!” sendo
essas ultimas, denominadas fitocomplexos.

Recentemente, temos demonstrado que o
fitocomplexo formado pelo extrato etandlico
de folhas de B. pinnatum com B-ciclodextrina
(BCD) possui maior atividade antioxidante e
atividade anti-inflamatdria se comparado com
o extrato livre. Esse comportamento foi
atribuido ao aumento da solubilidade de
componentes do extrato bem como da
intensificacdo da capacidade de doacdo de
radical hidrogénio por esses constituintes, em
decorréncia da complexagdo com a BCD.*®
Nesse sentido, considerando as melhorias ja
observadas para a incorporacdo do extrato
etandlico de B. pinnatum em [BCD, é
igualmente importante avaliar o efeito da
incorporagcdo de suas fracbes na mesma
ciclodextrina, uma vez que nas fragdes, como
existem proporgdes diferentes dos
constituintes, é de se esperar que alguma
classe de compostos possa sofrer uma maior
potencializagdo em relagdo a outras, com
vistas a obtencdo de composi¢Ges mais
eficientes. Além disso, até o presente
momento, ndo foi estudado o efeito da BCD
na atividade antioxidante de fracGes obtidas a
partir do extrato etandlico das folhas de B.
pinnatum.

Pelas razbes supracitadas, o presente
trabalho teve como objetivo a produgdo e
caracterizacdo de fitocomplexos formados
pela de BCD com fragdes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol,
obtidas a partir da fracdo etandlica de B.
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pinnatum. Para isso, as interagGes entre a BCD
com componentes das fracGes foram
investigadas em solugdo por espectroscopia
na regidao do UV-Vis. A estabilidade térmica
dos fitocomplexos foi avaliada por analise
termogravimétrica (TGA). Finalmente,
verificou-se o efeito da BCD sobre a atividade
oxidante in vitro das composicdes.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

Folhas de Bryophyllum pinnatum (Lam.)
Oken foram coletadas no Horto Medicinal da
Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas
Gerais (21° 46’ 10", 46013 S e 43° 21’ 49",
88313 W), em maio de 2014. A espécie foi
identificada pela Dra. Fatima Regina
Gongalves Salimena. Uma exsicata (CESJ n2
46.575) encontra-se depositada no Herbario
do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

As folhas foram coletadas de forma
aleatéria, partes baixas e partes altas de dez
individuos, totalizando uma massa de
aproximadamente 10 kg. Apds a coleta, o
material foi desidratado em estufa a 50 °C por
3 semanas e posteriormente moido em
moinho de faca. O material foi entdo
peneirado em tamis de 20 mesh, para
posterior maceragao.

2.2. Preparo das fragoes

O material vegetal previamente seco e
pulverizado (500,0 g) foi submetido a extracdo
por maceragdo estatica em etanol PA (1,5 L),
com renovagdo semanal do solvente durante
3 meses. O processo foi feito a temperatura
ambiente e sem luminosidade, com os
macerados acondicionados dentro de
armario. O extrato em etanol (EE) foi filtrado
e concentrado sob pressdo reduzida
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utilizando-se evaporador rotatério (BUCHI®, R
II) com temperatura controlada (50-60 °C) a
fim de minimizar a degradacdo dos
constituintes. O produto final foi depositado
em dessecador com silica.

Parte do extrato em etanol (=~ 50 g) foi
ressuspendido em 500 mL de mistura
etanol:agua (1:9) e submetido a um processo
de fracionamento através de extracao liquido-
liquido (extragdo em batelada) em funil de
separacdo de 1L, com solventes organicos de
polaridade crescente: hexano, diclorometano,
acetato de etila e n-butanol, obtendo as
respectivas fracdes: fracdo em hexano (FH),
fracdo em diclorometano (FD), fracdo em
acetato de etila (FAE) e fragdo em n-butanol
(FB). Para o processo de extracdo, foi
adicionado um volume de 1 L de cada
solvente, distribuidos em cinco bateladas de
200 mL.

2.3 Preparo dos fitocomplexos

Os fitocomplexos de FH, FD, FAE e FB com
BCD foram preparados pelo método de co-
precipitagdio  seguido de liofilizagao.
Resumidamente, foram pesadas quantidades
equivalentes de FH, FD, FAE, FB e BCD na
propor¢do 1:1 (m/m). Em seguida, foram
dissolvidas em etanol PA 50 % (v/v) e
submetidas a um processo de agitagdo a 40 °C
por 24 horas e, apds esse periodo, as amostras
foram liofilizadas. Os dados relativos a
caracterizagdo fisico-quimica e avaliagao da
atividade antioxidante do EE e seu
fitocomplexo foram recentemente
publicados.®

2.4 Espectroscopia eletronica na regido do
UV-Vis

A identificacdo das principais classes de
croméforos presentes nas fragGes, bem como
a investigacdo das interagbes entre esses
cromdforos com a BCD foram realizadas em
solucdo por espectroscopia eletronica na
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regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). Os
espectros eletronicos do extrato etandlico e
das outras fracdes, na auséncia e na presenca
de [BCD, foram obtidos utilizando-se um
espectrofotometro UV-Vis, marca Perkin
Elmer, modelo Lambda 25, contendo
acessOrio de troca automatica de oito
amostras, acoplado a um banho termostatico
peltier e gerenciado pelo software UV WinLab.

Para todas as amostras, as solucdes foram
obtidas dissolvendo-se 0,02 g da fracdo pura,
ou 0,04 g do fitocomplexos, em 1 mL de
etanol. Em seguida, foram retirados 75 uL de
cada amostra e diluidos em 3 mL de 34gua
destilada, de modo a se alcancar a
concentracdo nominal de extrato 4,87 x 10*
g/mL. Uma solucdo obtida pela mistura de 3
mL de dgua com 0,75 plL de etanol foi utilizada
como branco. Todas as medidas foram
realizadas a 25 °C. Apds a obtencdo dos
espectros, os dados foram transferidos e
editados no programa Microcal Origin 8.0®.

2.5 Anadlise termogravimétrica

Analises termogravimétricas (TGA) foram
realizadas em atmosfera oxidante (ar) a 50
mL/min e a uma taxa de aquecimento de 10

°C/min para cada fragdo pura, BCD e
fitocomplexos. Como referéncia, também
foram wusadas as respectivas misturas

mecanicas (MM) obtidas pela mistura dos
extratos com a BCD, sem contato prévio com
nenhuma fase liquida. Durante os
experimentos, foi utilizado cadinho de platina
e massa de aproximada 2 mg para cada
composto.

Abs amostra—Abs branco amostra

Ve

2.6 Ensaios Antioxidantes

A atividade antioxidante do extrato e
fragdes livres e dos fitocomplexos com BCD foi
determinada por dois métodos: 1) avaliacdo
da capacidade de sequestro de radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe); e 2) poder
antioxidante de reducdo do ferro (FRAP), de
acordo com os procedimentos descritos por
Blois (1958)° e Benzie et al. (1999)%,
respectivamente. Os experimentos foram
realizados em triplicata e rutina foi utilizado
como controle positivo.

2.6.1 Determinacdo da atividade
antioxidante pelo método do sequestro do
radical DPPHe

Inicialmente, foi preparada uma solugdo
mde de DPPH 0,3 mM em etanol 90 %. Em
seguida, 1,0 mL dessa solucdo foi misturada
com 2,5 mL de cada solucdo problema,
contendo as fragGes ou os fitocomplexos, com
concentragdes gradativamente maiores: 1, 3,
5, 10, 15, 30 ug/mL. Apds 30 minutos de
reacdo sob incubagdo em ambiente escuro e
temperatura ambiente, a absorbancia foi
determinada a 515 nm utilizando um
espectrofotometro UV-Vis SHIMADZU® UV-
1800. A porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) foi calculada através da
medida da quantidade de DPPH reduzida por
cada amostra, através da equacgao 1:

%AA = 100 — [(

O branco das amostras foi constituido de
2,5 mL de suas respectivas solugdes e 1,0 mL
de etanol 90 %, sem adi¢cdo do DPPH, sendo
medido para cada umas das concentracdes
utilizadas. O controle negativo foi constituido
por 2,5 mL de etanol 90 % e 1,0 mL de solugdo

Abs controle—Abs branco controle

) X 100] Eq. 1

de DPPH, seu branco foi composto somente
por etanol. SolugGes de rutina foram utilizadas
como controle positivo, também com
concentragdes gradativas de 1, 3, 5, 10, 15, 30
pug/mL. O valor de Clso de cada amostra,
definida como a concentragao de antioxidante
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necessaria para sequestrar 50 % dos radicais
DPPHe presentes na solucdo, foi calculada
através de regressao nao linear das curvas de
concentracdo (ug/mL) dos extratos testados
(em escala logaritmica), comparado com o
percentual da capacidade de sequestro de
radicais livres.?!

2.6.2 Determinacdo da  atividade
antioxidante pelo método do poder de
redugdo do ferro (FRAP)

Diferentes concentragdes das amostras em
1,0 mL de MeOH foram misturadas com 2,5
mL de tampdo fosfato de potdssio 200 uM (pH
6,6) e 2,5 mL de solucdo de ferrocianeto de
potassio 1 %. A mistura foi incubada em estufa
a 50 °C por 20 minutos. Na sequéncia, foram
adicionados 2,5 mL de uma solucdo de acido
tricloroacético 10 % e a mistura foi submetida
a centrifugacao a 3000 rpm por 8 minutos.
Apds centrifugacdo, uma aliquota de 2,5 mL
da camada superior da mistura foi transferida
para tubo de ensaio e foram adicionados 2,5
mL de agua destilada e 0,5 mL de cloreto
férrico 0,1 %. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 700 nm (SHIMADZU®, UV-
1800). O branco das amostras foi constituido
por 1 mL de d4gua e todos os demais reagentes.
Solu¢des de rutina foram utilizadas como
controle positivo. O potencial antioxidante foi
medido pela concentracdo efetiva para
reduzir 50 % de ions ferro presentes no meio
(CEso).

2.6.3 Analise estatistica

Os dados foram apresentados na forma de
média + desvio padrdo. Para andlise
estatistica, foi utilizado o Graph Pad Prisms
Software (version 5.0, Graph Pad Software,
Inc., USA) e a comparacdo das médias
realizada por meio da andlise de variancia
(ANOVA) seguida de teste de Tukey com 5 %
de probabilidade (p < 0,05).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Rendimento do material e umidade

O teor de umidade do material vegetal
seco em estufa a 50 °C durante duas semanas
foi de 90 %. A quantidade de extrato obtido
dos 500,0 g de material vegetal foi de 83 g,
correspondendo a um rendimento de 16,7 %.

3.2. Caracterizagdao espectroscopica por
UV-Vis

Os espectros eletrénicos de UV-Vis das
fracGes em hexano, diclorometano, acetato
de etila e n-butanol de Bryophyllum pinnatum
e dos seus respectivos fitocomplexos sdo
mostrados nas Figuras 1A-D.

O espectro de UV-Vis do extrato em etanol
de B. pinnatum,®® mostra a presenca de
guatro bandas principais a 269, 374,400 e 670
nm, sendo as duas primeiras associadas
principalmente a absor¢do de flavonoides e
componentes fendlicos e as duas Ultimas a
absor¢bes de moléculas da classe das
clorofilas. A presenca de flavonoides e demais
componentes fendlicos em extratos de B.
pinnatum tem sido descrita em diversos
trabalhos.?? Esses dados sdo compativeis com
estudos fitoquimicos ja realizados com extrato
etandlico de B. pinnatum, onde tem sido
revelada a presenca de pelo menos quatro
flavonoides identificados como rutina,
guercetina, luteonina e luteolina 7-O-B-D-
glicosideo, sendo o ultimo, o grupo croméforo
majoritario nas condi¢gdes cromatograficas
reportadas.?

Comparando esses dados com os dos
espectros das Figura 1A-D, pode-se observar
gue as fragcGes em acetato de etila e n-butanol
apresentam absorc¢des proximas de 260 nm e
340 nm caracteristicas de flavonoides,®*
enquanto que nas fragdes em hexano e em
diclorometano é clara a presenca das
absorcdes em 412 nm e 670 nm,
caracteristicas de clorofilas.?
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Figura 1. Espectros UV-Vis das fragdes FH, FDM, FAE e FB e seus respectivos fitocomplexos
com BCD, obtidos pela dilui¢gdo de 75 uL de solugdo etandlica do extrato ou fitocomplexos em
3 mL de dgua (concentra¢do nominal de extrato de 4,87 x 10* g/mL). Uma mistura de 3 mL de

agua com 75 pl de etanol foi utilizada como branco

A avaliagao das interagdes
intermoleculares entre a BCD e os
componentes das fragdes foi feita por

comparag¢do entre as bandas dos espectros
das espécies puras e nanoencapsuladas,
utilizando-se a mesma concentra¢dao nominal
de extrato nas amostras com e sem 3CD.

Como pode ser visto nas Figuras 1A-D,
ocorreram alteragdes apenas nos espectros
das fragdes em acetato de etila e n-butanol.
Na fracdo FAE/BCD observaram-se
deslocamentos hipsocromicos de 264 — 256
nm e de 350 — 345 nm. Na fragdo FB/BCD
observaram-se deslocamentos hipsocrémicos
de 268 — 264 nm e de 366 — 339 nm.

Levando-se em consideracdo que as
fracdes FAE e FB apresentaram as alteracdes
mais expressivas na presenca de BCD, com

mudangas nos formatos das bandas; e
sabendo-se que essas duas fragdes sdo ricas
em flavonoides, praticamente nao
apresentando indicios de clorofilas, sup&e-se
gque as ciclodextrinas tenham forte
preferéncia por essas moléculas. Para esses
espectros, os desvios hipsocrémicos podem
ser explicados pela perturbagdes nos niveis de
energia HOMO-LUMO dos grupos cromoforos,
em decorréncia da mudanca de ambiente
guimico dos componentes das fraces, do
solvente para a cavidade da BCD.*® Na
cavidade das ciclodextrinas, os elétrons
excitdveis dos componentes do extrato
estabelecem novas interacoes
eletromagnéticas com os elétrons nao ligantes
dos grupos C-O-C da BCD, resultando em
mudancas no espectro eletrénico.
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3.3. Analise dos

fitocomplexos

termogravimétrica

Nas Figuras 2A-H estdo apresentados os
dados de TGA/DTG na regido de temperatura
compreendida entre 40 a 400 °C, para as
fracoes FH, FDM, FAE e FB, seus
fitocomplexos, [BCD pura e misturas
mecanicas, obtidas pela mistura dos extratos
com a BCD sem contato a fase liquida. Nas
figuras sdo observados diferentes perfis de
perda de massa, que sugerem distintos niveis
de eficiéncia nas intera¢es da BCD com cada
fracao.

O termograma da BCD mostra duas perdas
de massa significativas, sendo a primeira, com
maximo em 92 °C, atribuida a desidratacdo da
ciclodextrina; enquanto a segunda, com
maximo em 392 °C, foi atribuida a
decomposicdo da ciclodextrina. Esses dados
estdo de acordo com o descrito na
literatura.'® %’

A fracdo FH mostrou perda de massa
iniciada em aproximadamente 150 °C,
atribuida a perda de material volatil nesta
temperatura (Figura 2A). Por volta de 270 °C,
tem-se pronunciada perda de massa em duas
etapas, como pode ser observada na DTG
mostrada na Figura 2B, sendo o fenémeno
atribuido a decomposi¢cdo dos componentes
do extrato. O perfil de perda de massa do
fitocomplexo FH/BCD, por sua vez,
praticamente ndo apresentou diferencgas se
comparado com o FH a baixas temperaturas
(40-200 °C), sugerindo que a complexac¢do da
BCD com os componentes dessa fragdo ndo
deve ser tdo eficiente. A diferenga mais
importante somente é observada a elevadas
temperaturas (por volta de 317 °C), onde se
observa a supressdo de um dos eventos de
decomposicdo. A presenga de somente um
evento de decomposicao por volta de 280-
290 °C também é observada para a mistura
mecanica, sugerindo novamente a ocorréncia
de fracas interagdes da BCD com a fragdo.

Lannag, E. G. et al.

Conforme relato da literatura, a clorofila
possui estabilidade térmica até 90 °C.

Para a fragdo FDM (Figuras 2C e 2D), de
maneira similar ao FH, praticamente nao se
observaram diferencas no perfil térmico do
fitocomplexo em comparacao com a fracao
pura, sugerindo também neste caso que as
interagdes da BCD com os componentes desta
fracdo também sejam fracas. A mistura
mecanica apresentou comportamento muito
mais préximo ao da 3CD pura, mostrando que
mesmo com o aquecimento a BCD permanece
sem interagir com a fragdo.

Para as fracGes FAE e FB, as diferencas em
relacdo aos respectivos fitocomplexos sado
muito mais significativas. A fracdo FAE
apresentou inicio da decomposicdo em
aproximadamente 150 °C (Figura 2E), com
maximo na DTG proximo de 250 °C (Figura 2F).
Porém, na presenca de BCD, o inicio da perda
de massa passou a ocorrer a partir de 270 °C
enquanto o pico de decomposi¢dao na DTG,
proximo a 250 °C (Figura 2F), foi praticamente
suprimido. Considerando a existéncia de
apenas um pico da DTG em 310 °C, acredita-se
que as decomposi¢des dos componentes da
fragdo devam ocorrer juntamente com a
decomposigdo da BCD. A fragdo FB, por sua
vez, tem sua decomposi¢do iniciada em
aproximadamente 110 °C (Figuras 2H e 21). Na
presenca de BCD, esse evento também foi
suprimido nesta faixa de temperatura, sendo
observado o inicio da perda de massa a partir
de 150 °C. Na Figura 2H observou-se
significativa atenuac¢do do evento de perda de
massa, sugerindo também para esta fragao,
um aumento da estabilidade térmica. Para a
mistura mecanica, observou-se
comportamento intermedidrio entre a fragao
livre e o fitocomplexo. Esses dados mostraram
gue a complexagdo do FDM e do FB com 3CD
aumenta a estabilidade térmica dos
componentes dessas fragdes, corroborando a
hipétese de que nessas duas fragdes existem
componentes muito mais susceptiveis a
interacdo com a BCD do que as outras duas.
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Figura 2. Termogramas das fragdes FH, FDM, FAE e FB, seus respectivos fitocomplexos, misturas
mecanicas (MM) e BCD pura. Faixa de temperatura 40 a 400 °C e atmosfera oxidante (ar)

De fato, flavonoides apresentam afinidade
muito maior com a BCD do que clorofilas.
Dados da literatura mostram que sistemas

flavonoide/BCD?
afinidade proximas de K 400-500 M7,
enquanto

exibem constantes de

que sistemas clorofila/fCD?
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exibem valores de constantes de afinidade da
ordem de K& 10-15 ML, Essa maior afinidade
dos flavonoides pelas ciclodextrinas pode ser
explicada pela maior capacidade dos seus
grupos aromaticos (benzoil ou cinamoil) em se
ajustarem no interior da cavidade, frente as
clorofilas, que apresentam anel porfirinico
muito grande ou aos grupamentos alifaticos
muito estreitos.

3.4. Atividade antioxidante das fragdes e
seus fitocomplexos

Dados da literatura bem como os espectros
de UV-Vis das fracGes FAE e FB mostram que
o extrato das folhas de B. pinnatum é rico em
flavonoides. Considerando que tais
constituintes possuem expressiva atividade
antioxidante,®® ensaios in vitro foram
realizados para avaliar esse potencial, além de
verificar se o encapsulamento do extrato e
fragdes com PBCD poderia levar a uma
melhoria significativa dessa atividade.

Levando-se em conta que a atividade
antioxidante de um composto é influenciada
pelo modelo de estudo aplicado, a realizagado
de mais de um ensaio é recomendada, uma
vez que o0s principios fisico-quimicos dos
métodos mudam de acordo com a matriz
reacional.! Em vista disso, duas metodologias
baseadas em mecanismos distintos foram
utilizadas para caracterizar a atividade
antioxidante da amostra. A primeira
metodologia utilizada foi a de investigacdo da
capacidade de sequestro do radical estavel
DPPHe. A segunda metodologia empregada
foi a de avaliagdo do poder de redugdo do
ferro (FRAP). Ambas foram mensuradas por
guantificacdo espectrofotométrica do
croméforo.

Na Tabela 1 s3o apresentados os
resultados da determinacdo da atividade
antioxidante pelo método do sequestro do
radical DPPHe, onde s3o apresentadas as
quantidades de  fracbes livres ou
complexadas, necessdrias para reduzir a
concentragdo inicial do DPPH em 50 % (Clso).
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Conforme observado, a fracdo FAE (Clso= 8,13
+ 0,99 pg/mL) foi a que apresentou maior
atividade antioxidante frente as demais. Este
valor é maior do que o observado por Lanna,
et al. 2016 para o extrato bruto em etanol EE
(Clso = 12,27 + 0,38 pg/mL),*® além de ser
comparavel ao controle positivo rutina (Clso=
8,37 £0,23 ug/mL).

Em relacdo aos fitocomplexos, no geral,
houve uma intensificacdo da atividade
antioxidante em todos os casos (Tabela 1),
sendo a composigdo FAE/BCD a que
apresentou a melhoria mais significativa
(reducdo de 46,87 % da Clsp em relagdo a
fracdo pura). E importante destacar que a
porcentagem de reducdo observada para a
fracdo FAE/BCD é préxima do observado para
o fitocomplexo do extrato bruto EE/BCD
(reducdo de 42,70 % da Clso em relagdo ao
extrato puro).'® A habilidade em sequestrar o
radical DPPHe é intimamente relacionada com
a capacidade de doar hidrogénio que a
espécie antioxidante possui,® e a melhoria
observada para os fitocomplexos pode ser
atribuida a dois fatores principais: 1)
mudangas na capacidade de doagao do atomo
de hidrogénio, como consequéncia do
processo de encapsulamento; e 2) o aumento
da solubilidade dos compostos presente na
fracdo apds o encapsulamento, o que
favorece a interagdo dos constituintes
antioxidantes como radical DPPHe .3

Um mecanismo proposto para explicar o
aumento da capacidade antioxidante se
fundamenta no efeito das interagdes
intermoleculares entre BCD e as moléculas
encapsuladas. Quando os compostos
presentes na fracdo FAE — majoritariamente
flavonoides — estdo conjugados com a CD,
uma ou varias ligagbes de hidrogénio podem
ser formadas entre os atomos de hidrogénio
das hidroxilas dos flavonoides com atomos de
oxigénio presentes no interior da cavidade da
BCD. Essas novas ligacdes entre os
componentes da fragdo e a BCD enfraquecem
as ligacBes covalentes entre o hidrogénio e o
oxigénio das hidroxilas e consequentemente a
doacdo de hidrogénio por esse grupamento
torna-se mais fécil >
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Tabela 1. Atividades antioxidantes pelos métodos de: 1) sequestro do radical DPPHe,
expressos em termos de Clso; e 2) FRAP, expressos em termos de CEso. Rutina utilizada como
controle positivo. Os valores dentro dos parénteses representam a porcentagem de reducao da
Clsoem relagdo aos extratos puros

Amostra DPPH - Clso (ug/mL) FRAP — CEso (png/mL)
EE* 12,27 + 0,38 536,90 £ 1,69°
EE/BCD* 7,03 £0,92° (-42,70 %) 387,21 +1,12°(-27,88 %)
FH 67,66 £ 1,92°¢ 606,88 £ 1,67°¢
FH/BCD 54,51 + 1,15°(-19,4 %) 546,02 + 1,19°(-9,9 %)
FDM 51,89 + 3,68¢ 626,63 + 1,03¢
FDM/BCD 49,02 + 1,04%(-5,53 %) 502,45 + 0,86%(-18,8 %)
FAE 8,13 £ 0,99¢ 222,95 +1,75¢
FAE/BCD 4,32 +1,721(-46,87 %) 82,21+ 1,977(-63,2 %)
FB 28,27 + 0,358 1276,41 + 0,708
FB/BCD 21,47 +1,288(-24 %) 932,56 + 1,578(-26,9 %)
Rutina 8,37+£0,23 206,66 £ 1,13

Os valores correspondem a média = DP.
Clso+ DP ou CEso+ DP seguidos da mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey para p < 0,05. *Os dados de
atividade antioxidante do extrato etandlico
bruto (EE) e do seu fitocomplexo com BCD
(EE/BCD), obtidos da referéncia Lanna, et al.
20168, foram apresentados para fins de
comparagao.

Conforme citado, outra estratégia utilizada
para verificagdo da capacidade antioxidante
das fracOes e seus respectivos fitocomplexos
foi o método de avaliacdo poder de reducdo
do ferro (FRAP), cuja medida do potencial
antioxidante total consiste na reducdo de ions
Fe®* a Fe?*, mediante presenca de compostos
antioxidantes. Os resultados desse
experimento estdo também apresentados na
Tabela 1.

Como observado, a fracdo FAE também foi
a mais efetiva de todas, apresentando maior
reducdo na CEsp, sendo a Unica que
apresentou diferenca significativa (p < 0,05).
Neste ensaio, a fragdo FB foi a menos ativa,
apresentando atividade seis vezes menor que
a rutina.

Em comparagdo com a fragdo FAE pura, a
amostra FAE/BCD apresentou significativo
aumento na atividade antioxidante (reducdo
de 67 % na CEso).

De acordo com Alvarez-Parrilla et al.
(2005),% a explicagdo para o aumento da
atividade antioxidante neste tipo de
experimento se da principalmente pela
alteracdo do mecanismo redox da molécula,
guando presente na cavidade da BICD. Porém,
é também de se esperar que o aumento da
solubilidade dos componentes das fragGes
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pela incorporagdo na PCD tenha uma
contribuicdo para a alteracdo da atividade
antioxidante, j& que a maioria desses
componentes sdo hidrofébicos e tem
solubilidade limitada. Com a solubilizagdo, os
compostos se tornariam mais acessiveis para
promover a reducdo dos ions Fe3*,

4. Conclusoes

No presente estudo, as fracdes hexano
(FH), diclorometano (FDM), acetato de etila
(FAE) e n-butanol (FB), obtidas a partir do
extrato etandlico B. pinnatum, foram
incorporadas em BCD no intuito de se obter os
respectivos fitocomplexos e avaliar suas
capacidades antioxidantes frente aos
precursores. As caracterizacdes fisico-
quimicas por UV-Vis (solucdo) e TGA/DTG
(estado sélido) mostraram que a BCD tem
afinidade preferencial pelas fragGes ricas em
flavonoides, sendo corroborados pelos
ensaios de atividade antioxidante DPPH e
FRAP, que por sua vez revelaram maior
atividade para os fitocomplexos FAE/RICD e
FB/EICD. Os dados mostraram que a estratégia
de se utilizar BICD conjugada as fra¢des pode
ser promissora no tratamento de doengas
relacionadas a formagdo desordenada de
radicais livres. Nessa perspectiva, &
fundamental o aprofundamento dos estudos
com as fragdes de B. pinnatum, visando a
obtencdo de composicbes e/ou fitocomplexos
ainda mais eficientes, em especial no Brasil,
onde a planta é muito comum e estd muito
bem adaptada.
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