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A espécie Cyathea phalerata € uma Pteridofita conhecida
popularmente como xaxim e encontrada em Santa Catarina. A FAE obtida do
caule de Cyathea phalerata apresentou um relevante potencial antioxidante in
vitro, sendo capaz de captar o radical OH® e inibir a peroxidagdo lipidica. O
tratamento com a FAE foi capaz de reduzir o estresse oxidativo em
camundongos expostos ao tetracloreto de carbono (CCls), reduzindo a
fragmentagcdo do DNA, carbonilagcdo de proteinas e lipoperoxidacao de
membranas, e melhorando as defesas antioxidantes (atividades de Catalase e
Glutationa-S-transferase). O importante potencial antioxidante apresentado
pela FAE de Cyathea phalerata levou ao estudo desta fragdo em um modelo de
reatividade vascular in vitro (aorta toracica isolada de ratos). A FAE apresentou
um efeito vasodilatador dependente da camada de células endoteliais,
principalmente nas menores concentragées, com participacao da via NO/GMPc
e de prostaciclina. O relevante potencial antioxidante e a atividade
vasodilatadora de Cyathea phalerata podem estar relacionados a sua
composi¢ao quimica, rica em flavondides.

Palavras-chave: Cyathea phalerata, antioxidante, estresse oxidativo,

vasodilatagao.
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RESUMO

O estresse oxidativo desempenha um importante papel na patogénese
de varias doengas humanas, tais como injuria por isquemia e reperfusdo,
aterosclerose, doengas neurodegenerativas e cancer. No sistema
cardiovascular, os radicais livres estdo envolvidos principalmente no
desenvolvimento da hipertensao e aterosclerose. Neste contexto, o presente
trabalho teve como objetivo investigar, in vitro e in vivo, a atividade antioxidante
de Cyathea phalerata, além de sua atividade vasodilatadora em anéis de aorta
toracica isolada de rato. A atividade antioxidante in vitro foi avaliada através da
medida da capacidade sequestradora do Extrato Bruto (EB), Precipitado (PPT),
Fracdo Aquosa (FAQ), Fracdo n-Butanol (FBU) e Fragdo Acetato de Etila
(FAE), sobre os radicais DPPH, O, e OH®, e sobre a peroxidagdo lipidica.
Nestes ensaios foi possivel observar o relevante potencial antioxidante da FAE,
principalmente a sua capacidade de captar o radical OH" e inibir a peroxidacao
lipidica. A avaliacdo in vivo do estresse oxidativo foi realizada em
camundongos pré-tratados com a FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) e posteriormente
expostos ao tetracloreto de carbono (CCls), através da medida ex vivo de
fragmentagcdo do DNA, carbonilagcdo de proteinas e lipoperoxidacao de
membranas, e das defesas antioxidantes (concentracdo de GSH e atividades
de CAT e GST). A FAE foi capaz de reduzir o dano induzido pelo agente
estressor (CCly;) ao DNA, lipideos e proteinas e aumentar a atividade das
enzimas CAT e GST. O importante potencial antioxidante apresentado pela
FAE de Cyathea phalerata levou ao estudo desta fragdo em um modelo de

reatividade vascular in vitro (aorta toracica isolada de ratos). A FAE apresentou
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um efeito vasodilatador dependente da camada de células endoteliais,
principalmente nas menores concentragdes. A incubacgao prévia com L-NOARG
e ODQ demonstrou a participagdo da via NO/GMPc no efeito vasodilatador
desta fracdo. Além disso, prostaciclina produzida pelas células endoteliais
também parece participar desta atividade. A FAE nao alterou a contragao
induzida pela fenilefrina e nem o relaxamento induzido pelo SNP. O relevante
potencial antioxidante e a atividade vasodilatadora de Cyathea phalerata
podem estar relacionados a sua composicdo quimica, rica em flavondides. Esta
planta pode ser importante para o tratamento de patologias que envolvem
estresse oxidativo, podendo diminuir os dano causados a macromoléculas
(lipideos, proteinas e DNA) e aumentar as defesas antioxidantes. Destaca-se a
importancia da FAE de Cyathea phalerata, rica em flavondides, para a

prevencao e tratamento de doencgas cardiovasculares.



ABSTRACT

Oxidative stress plays an important role in the patogenesis of several
human diseases, such as in ischemia and reperfusion, atherosclerosis,
neurodegenerative diseases and cancer. In the cardiovascular system, free
radicals are involved mainly in the genesis of hypertension and atherosclerosis.
The objective of the present study was to investigate the antioxidant activity of
Cyathea phalerata (in vitro and in vivo), and its vasodilator activity in rat thoracic
aorta. The in vitro antioxidant potential of the Crude Extract (CE), Precipitate
(PPT), Aqueous Fraction (AF), n-Butanolic Fraction (BF) and Ethyl Acetate
Fraction (EAF) were evaluated through the scavenging of DPPH, O, and OH*
radical, and lipid peroxidation. In these assays, it was observed that EAF has
marked antioxidant potential, especially as a scavenger of the OH® radical and
at inhibiting lipid peroxidation. The in vivo evaluation of oxidative stress (DNA
fragmentation, membrane lipoperoxidation and carbonyl protein formation) and
the antioxidant defenses (concentration of GSH and CAT and GST activities)
was measured in mice pre-treated with EAF (10, 30 or 100 mg/kg) and later
exposed to carbon tetrachloride (CCls). The EAF was capable to prevent the
induced damage to DNA, lipids and proteins, as well as increase the enzymatic
activity of CAT and GST. The important antioxidant potential showed by EAF
led to evaluation of its influence on vascular reactivity in vitro (rat thoracic
aorta). EAF has an endothelium-dependent vasodilator effect, especially in
lower concentrations. The pre incubation with L-NOARG and ODQ
demonstrated the participation of the NO/GMPc pathway in the vasodilatation

induced by this fraction. Moreover, prostaciclin produced by endothelial cells



seems to participate in this activity. The EAF did not alter the contraction
induced by phenylephrine or the relaxation induced by SNP. The relevant
antioxidant potential and the vasodilator effect of Cyathea phalerata may be due
to its chemical composition, which is rich in flavonoids. This plant may be
important for the treatment of pathological conditions that involve the oxidative
stress, by decreasing the damage caused to macromolecules and increasing
the endogenous antioxidant defenses. Therefore, we believe that the EAF from
Cyathea phalerata, which is rich in flavonoids, may be an important tool to

prevent and treat cardiovascular diseases.



1. INTRODUCAO

A utilizagcdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencado de doengas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade (Veiga Junior et al., 2005). Plantas medicinais contém compostos
farmacologicamente ativos, mas em muitos casos 0os compostos responsaveis
pelo efeito terapéutico ndo sdo conhecidos (Ernst, 2005).

Poucas plantas tém sido estudadas cientificamente para assegurar sua
qualidade, seguranga e eficacia (Calixto, 2005). Dentre as 250 a 500 mil
espécies vegetais existentes no planeta, apenas cerca de 15% foi estudada e
somente para algum efeito especifico (Ferreira, 1998). O Brasil possui cerca de
20 a 22% de todas as plantas e microorganismos, entretanto estima-se que
nao mais de 25 mil espécies de plantas sejam objeto de alguma investigacao
cientifica (Calixto, 2005).

Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas tenham sido
determinados, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis
em relagdo as possibilidades de se encontrar novos farmacos e diferentes
estruturas com atividade de extrema importancia a terapéutica (Yunes e
Cechinel Filho, 2001).

A comprovagao cientifica do uso popular, através de ensaios
bioldgicos, pode trazer informagdes importantes para o uso correto e seguro de
plantas medicinais. Além disso, a pesquisa parece ser essencial para a
descoberta de novos farmacos com potencial terapéutico, possuindo

importante interesse na clinica.



1.1. Cyathea phalerata Mart.

As espécies da familia Cyatheaceae estdo distribuidas em seis
géneros (Sphaeropteris, Alsophila, Nephelea, Trichipteris, Cnemidaria e
Cyathea), dos quais Alsophila e Cyathea sdo os mais comuns. A maioria das
plantas sdo samambaias arborescentes e tem ampla dispersdo nas matas
montanhosas de todos os paises intertropicais e sub-tropicais (Joly, 1967;
Tryon e Tryon, 1982).

As plantas do género Cyathea podem ser chamadas de samambaias
arboreas e possuem importante interesse ornamental. O género compreende
cerca de 300 espécies com predominancia no hemisfério Sul, com cerca de 50
espécies na América Central, 25 na Africa e mais de 40 na regido do Pacifico e
Asia Austral (Gola et al., 1965; Sehnen, 1978). No Brasil pode-se citar algumas
espécies descritas na literatura, e que tem dispersdo em varias regides.
Cyathea schanschin e Cyathea hirtula, por exemplo, crescem nas matas
serranas com predominancia nos estados da Bahia, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. As espécies Cyathea
vestita e Cyathea feei encontram-se em matas de morro e capoeira,
preferencialmente a beira de cursos de agua. Cyathea vestita tem ampla
dispersdo em Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, Bahia,
Goias, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, e Cyathea feei no Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Cyathea arborea
também é comumente encontrada nas regides elevadas do pais (Sehnen,

1978).



Cyathea phalerata é conhecida popularmente como xaxim. Como todas
as Pteriddfitas, ela é considerada uma planta inferior, arborescente de tamanho
meédio, apresentando até 3 metros de altura com folhas de cerca de 1,5 metros
de comprimento (Figura 1). Tipica nas matas primitivas, com dispersdo na
Ameérica Tropical, Antilhas, Colédmbia, Guiana, e no Brasil nos estados do Rio
de Janeiro, Mato Grosso, Parana e Santa Catarina, principalmente nas regides
mais elevadas. Em Santa Catarina, € encontrada nos municipios de Anténio
Carlos, Luis Alves, Presidente Nereu, Santo Amaro da Imperatriz e Blumenau,

podendo existir em outras regides do estado (Sehnen, 1978).

Figura 1: Espécie vegetal Cyathea phalerata Mart.

Os estudos fitoquimicos do género Cyathea sao escassos. A primeira
investigacdo sobre os constituintes fendlicos do género Cyathea foi realizada
por Harada e colaboradores (1955; 1958), que analisaram folhas de Cyathea
faurieri e Cyathea hancockii durante um levantamento sobre a distribuicdo de

flavonas, flavonois e flavanonas nas samambaias japonesas. Estas espécies



contém kanferol, cirtominetina e farrerol e uma flavona caracterizada como
vitexina (Hiraoka e Hasegawa, 1975).

De acordo com a literatura, os flavondides das samambaias s&o
primariamente restritos a quatro grupos principais: flavondis, glicosilflavonas,
flavonas e flavanonas. Outros tipos de flavondides também sdo encontrados
nas samambaias, porém de forma mais esporadica como antocianinas,
xantonas, flavanondis e as biflavonas (Wallace, 1989).

Espécies representantes da familia Cyatheaceae acumulam flavonéis
O-glicosideos, predominantemente 3-O-glicosideos do kanferol e quercetina e
C-glicosilflavonas e flavanonas (Hiraoka e Hesegawa, 1975; Hiraoka e Maeda,
1979; Wallace, 1989). Estudos de Cyathea podophylla e Cyathea spinulosa
detectaram a presencga de constituintes triterpendides nestas espécies (Arai et
al., 1994; 2003).

Existem poucos dados na literatura a respeito das atividades bioldgicas
das espécies de Cyathea. Em Taiwan, o broto da espécie Cyathea fauriei, é
utilizado na medicina popular para o tratamento de tumores (Graham et al.,
2000). No Brasil, Cyathea phalerata tém uso na medicina popular no combate
as varizes, tratamento de afeccdes renais, amareldao, reumatismo e o cha das
folhas para tosse e gripes. Tais informagdes foram obtidas a partir de pessoas
de comunidades do interior e grupos indigenas (Verdi, 2005). Recentemente,
Cazarolli (2004) demonstrou que o flavonéide kanferol 3-O-(a)-L-ramnopiranosil
(1—>2)-B-D-glicopiranosideo isolado de Cyathea phalerata apresentou atividade

hipoglicemiante em animais diabéticos induzidos com aloxana.



1.2. Flavondides

Os flavonodides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides,
constituem uma importante classe de polifendis, presentes em relativa
abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais. O termo “fendlico”
ou “polifenol” pode ser definido como sendo uma substancia que tem um ou
mais nucleos aromaticos contendo hidroxilas e/ou seus derivados funcionais
(ésteres, metoxilas, glicosideos e outros). Entretanto, uma definicdo levando
em conta somente a estrutura quimica ndo é apropriada, pois existem
compostos contendo hidroxilas fendlicas, fazendo parte de outras classes
metabdlicas (Zuanazzi, 2001).

Pode-se encontrar flavondéides em diversas formas estruturais.
Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe possui 15 atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, arranjados em 3 anéis, chamados
nucleos A, B e C. Os atomos de carbono recebem a numeragdo com numeros
ordinarios para os nucleos A e C e os mesmos numeros seguidos de linha ()

para o nucleo B (Figura 2) (Pietta, 2000; Beecher, 2003).

Figura 2: Estrutura basica dos flavondides (Pietta, 2000).



As varias classes de flavondides diferem no nivel e padrao de oxidacao
do anel C, enquanto compostos individuais dentro de uma classe diferem nas
substituicbes dos anéis A e B. Dentre as classes de flavondides de interesse
particular estdo flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonols, flavanonols,
flavan-3-ols, e antocianidinas. Outras classes incluem biflavonas, chalconas,
auronas e cumarinas (Pietta, 2000; Wilhem Filho et al., 2001). Os flavondides
de origem natural apresentam-se freqientemente oxigenados e um grande
numero ocorre conjugado com agucares, sendo chamados de heterosideos ou
glicosideos. Quando o metabdlito encontra-se sem o agucar, € chamado de
aglicona ou forma livre (Zuanazzi, 2001).

Nas plantas, os flavondides possuem diferentes funcgdes: protecio
contra raios ultravioleta e visivel; protecdo contra insetos, fungos, virus, e
bactérias; atraentes de animais para polinizagao; antioxidantes; controle de
acao de hormdnios vegetais; agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas
(Zuanazzi, 2001; Havsteen, 2002).

Os flavonoides estdo presentes em alimentos vegetais e bebidas, tais
como chas e vinho, principalmente na forma de conjugados B-glicosidicos.
(Tapiero, 2005). Quando ingeridos, os flavondides sao absorvidos no trato
gastrintestinal, os glicosideos sao liberados das agliconas pela acédo de
hidrolases da microflora ou hidrolases localizadas nas membranas da borda em
escova da mucosa intestinal. Depois disso, a aglicona pode se difundir através
da membrana para o interior da célula. Alternativamente, os flavondides podem
entrar na célula como glicosideos intactos através do transportador de glicose

dependente de sédio (Havsteen, 2002; Tapiero, 2005).



Os flavondides possuem uma grande variedade de efeitos biolégicos
incluindo  antibacteriano, antiinflamatério, antialérgico, hepatoprotetor,
antitrombdético, antiviral, anticarcinogénico e vasodilatador. Muitas destas
atividades podem estar associadas a sua atividade antioxidante (Williams et al.,

2004; Soobrattee et al., 2005).

1.3. Radicais livres

Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), radicais livres sao atomos ou
moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital
externo. Um radical pode ser formado pela perda ou ganho de um elétron de
um nao radical, ou através de fissdo homolitica de uma ligagdo covalente
(Southorn, 1988; Halliwell e Gutteridge, 1999).

Espécies Reativas é um termo coletivo utilizado para designar espécies
reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) (Tabela 1). Sao espécies
quimicas altamente reativas, geralmente com propriedades oxidantes, mas que
nao apresentam necessariamente elétrons desemparelhados (Bast et al., 1991;

Halliwell, 1996).



Tabela 1: Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio, formas radicalares e nao
radicalares. Adaptado de Halliwell (1996).

Radicais N&o radicais
EROs Anion superéxido (0,%) Peréxido de Hidrogénio (H20)
Hidroxil ("OH) Acido Hipocloroso (HOCI)
Peroxil (RO2") Ozb6nio (O3)
Alcoxil (RO Oxigeénio singlete (‘A)
Hidroperoxil (HO,")
ERNSs Oxido Nitrico (NO®) Acido Nitroso (HNO,)
Dioxido de nitrogénio Tetroxido de dinitrogénio
(NO.") (N2Oa)

Trioxido de dinitrogénio (N2O3)
Peroxinitrito (ONOQO)
Acido peroxinitroso (ONOOH)
Cation Nitronio (NO,")
Alquil peroxinitrito (ROONO)

Com excecao de situagcbes incomuns como radiacdo ionizante, luz
ultravioleta e outras formas de exposi¢cao a alta energia, os radicais livres séo
produzidos nas células geralmente por reagbes de transferéncia de elétrons,
que podem ser ou n&o catalisadas por enzimas (Valko et al., 2004).

As EROs sao formadas pela redugao parcial do oxigénio até agua,
através de sucessivas reagdes. O O,* é formado pela reducdo univalente do
oxigénio molecular (O3). Esse processo € mediado por enzimas tais como
NADPH oxidases, xantina oxidase e citocromo P-450 ou ndo enzimaticamente
por compostos redox-reativos tais como semi-ubiquinona, componente da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Em condigdes fisiolégicas cerca
de 1 a 3% de moléculas de oxigénio sdo convertidas em radical O, na
mitocdndria. A enzima superoxido dismutase (SOD) converte enzimaticamente

o O, em H,;0,. Em tecidos biolégicos, o O, pode ser convertido nao



enzimaticamente as espécies nao radicalares H,O, e 1Ag (Droége, 2002, Valko
et al., 2004).

O 0," e H,0, podem reagir com metais de transi¢ao tais como ferro e
cobre para formar o radical *OH através das reagbes de Fenton (reacdo 1) e de
Haber-Weiss (reagao 2) (Sorg, 2004).

Fe** + H,0, —» Fe** + OH + °OH (reacdo 1)
0" + HO0, » O, +OH + °‘OH (reagao 2)

O °OH é o mais potente oxidante, podendo iniciar a peroxidagéo
lipidica, causar quebras nas cadeias de DNA, e oxidar indiscriminadamente
qualquer molécula organica (McCord, 2000).

O radical NO* é produzido pela oxidacdo do atomo de nitrogénio
guanidino terminal da L-arginina, sendo esta reagédo catalisada pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Dependendo do microambiente, o NO® pode ser
convertido a varias outras ERNs tais como NO*, NO" ou ONOO™ (Drége, 2002).

Pequenas quantidades de radicais livres sao constantemente geradas
em organismos aerdbios em resposta a estimulos externos e internos. Baixos
niveis de radicais livres sao indispensaveis em muitos processos bioquimicos,
incluindo sinalizagao intracelular, na diferenciagdo celular e progressdao do
crescimento, apoptose, imunidade e defesa contra microorganismos (Matés et
al., 1999).

Os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa antioxidante, a
fim de minimizar os efeitos deletérios produzidos pelas EROs e ERNs. Halliwell
e Gutteridge (1999) definiram antioxidante como “uma substancia que, quando
presente em baixas concentragbes comparada ao substrato oxidavel, diminui

significativamente ou previne a oxidagao deste substrato”.
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1.4. Defesas antioxidantes

As defesas antioxidantes compreendem: agentes capazes de remover
cataliticamente radicais livres ou outras espécies reativas (SOD, catalase,
peroxidase, etc); proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes
tais como ions ferro e cobre (transferrinas, haptoglobulinas, etc.); proteinas que
protegem biomoléculas de danos (heat shock proteins); e agentes de baixo
peso molecular que sequestram radicais livres de nitrogénio e oxigénio (o-
tocoferol, glutationa, etc.) (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A SOD é uma metaloenzima que catalisa a dismutagdo de O," a H,0,
e 0O,. Nas células eucaritticas, existem 2 tipos de SOD intracelular: a
CuZnSOD, que contém cobre e zinco no seu sitio ativo e € encontrada na
mitocdndria, e a MnSOD, que contém manganés no seu sitio ativo e esta
localizada no citosol (Miller, 2004; Johnson e Giulivi, 2005). Além destas, existe
a ECSOD, que esta localizada na matriz extracelular e contém cobre e zinco no
seu sitio ativo, sendo responsavel por prevenir o dano celular e tecidual
iniciado pelas EROs produzidas fora do ambiente celular (Fattman et al., 2003).

Nos animais, o H,O, é detoxificado pelas enzimas catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (Matés et al., 1999). Catalases convertem H,O, em
agua e O, e estdo localizadas nos peroxissomos da maioria das células dos
mamiferos, provavelmente servindo para destruir H,O, gerado em grande
quantidade pelas oxidases localizadas nestas organelas (Halliwell, 1996). A
GPx catalisa a degradacgao do H,O», nos eritrocitos e outros tipos celulares, e é
uma enzima dependente de selénio, contém um unico residuo seleno-cisteina

em cada uma das 4 subunidades, que é essencial para a atividade enzimatica.
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Esta enzima catalisa também a redugao de hidroperodxidos, utilizando a GSH,
protegendo as células de danos oxidativos (Chaudiére e Ferrari-lliou, 1999;
Matés et al., 1999).

A glutationa transferase (GST, também conhecida como glutationa-S-
transferase) é a principal enzima de detoxificacdo de fase Il de
biotransformacao encontrada principalmente no citosol. Além disso, catalisa a
conjugagao de substratos eletrofilicos a glutationa (GSH), podendo exercer
ainda uma série de outras fungbes (Sheehan, 2001). Estes substratos
eletrofilicas sao citotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos e as GSTs
constituem o maior sistema de defesa contra este tipo de substancias
(Josephy, 1997, Hayes et al., 2005).

Além das enzimas, as células também contém outros antioxidantes que
incluem compostos enddgenos como a GSH, &cido urico, ubiquinona e
bilirrubina, e outros exdgenos como as vitaminas E, C e A (Scandalios, 1997;
Halliwell e Gutteridge, 1999). Os antioxidantes hidrofilicos, tais como a GSH e o
ascorbato, sdo encontrados nos compartimentos citosdlicos, mitocondrial e
nuclear. Os antioxidantes hidrofobicos (vitamina E, carotendides, ubiquinol,
etc.) sdo encontrados em lipoproteinas e membranas, onde limitam a extenséo
da peroxidagéo lipidica (Chaudiére e Ferrari-lliou, 1999).

A GSH é um tripeptideo e possui um papel central na biotransformacéao
e eliminagdo de xenobidticos e na defesa da célula contra o estresse oxidativo
(Josephy, 1997). Pode exercer efeitos antioxidantes diretos, pois reage
lentamente com O," ou H,O, e rapidamente com radicais peroxil, e € um
poderoso sequiestrador de radicais livres de nitrogénio, tais como ONOO"

(Halliwell, 1996). As propriedades sequestradoras de radicais livres da GSH
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sdo devidas a sua capacidade de transferir um atomo de hidrogénio do seu

grupo sulfidril (SH) (Chaudiére e Ferrari-lliou, 1999).

1.4.1. Flavondides como antioxidantes

Uma das mais proeminentes propriedades dos flavondides € a sua
excelente atividade antioxidante (Havsteen, 2002). Os flavondéides podem inibir
enzimas responsaveis pela producdo de O,", tais como a xantina oxidase e
proteina quinase C. Além disso, podem inibir a ciclooxigenase, lipoxigenase,
monooxigenase microssomal e NADH oxidase, todas envolvidas na geracéo de
EROs. Um grande numero de flavondides é capaz de quelar eficientemente
tracos de metais que possuem um importante papel no metabolismo do
oxigénio (Pietta, 2000; Cotelle, 2001).

Devido ao seu reduzido potencial redox, flavondides séao
termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres altamente oxidados,
tais como o O,",peroxil, alcoxil e "OH pela doagdo de um atomo de hidrogénio.
O radical flavondide pode reagir com um segundo radical, adquirindo uma

estrutura de quinona estavel (Figura 3) (Pietta, 2000).
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Figura 3: Sequiestro de EROs por flavonéides (Pietta, 2000).

O anel B (porgao polifendlica com melhor propriedade doadora de
elétrons) dos flavondides parece ser essencial para uma boa atividade
antioxidante, enquanto o anel A possui uma fraca contribuicdo nesta atividade
(Cotelle, 2001). Flavonols e flavonas contendo um grupamento catecol no anel
B sao altamente ativos, sendo os flavonols mais potentes que as flavonas
devido a presenca do grupamento 3-hidroxil. A glicosilagdo deste grupo, como
no caso da rutina, reduz fortemente a capacidade sequestradora de radicais
(Pietta, 2000).

Dados da literatura demonstram a atividade antioxidante de flavonoides
provenientes de plantas em modelos in vitro, sequestrando EROs e ERNSs.
(Nardi et al., 2003; Braca et al., 2003; Aniya et al., 2005). Polifendis
provenientes de chas possuem importante atividade antioxidante in vitro, por
sequestrar EROs e ERNSs e quelar metais de transicdo (Frei e Higdon, 2003).

Modelos animais utilizando ratos ou camundongos também sao
utiizados para demonstrar a atividade de plantas ricas em flavondides.

Diversos pesquisadores avaliaram a capacidade de flavondides em diminuir os
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danos a macromoléculas e aumentar as defesas antioxidantes (llavarasan et
al., 2003; Farombi et al., 2004; Choi et al., 2005; Ha et al., 2005; Tirkey, et al.,
2005). Estudos em humanos também demonstraram importantes efeitos
antioxidantes de flavondides. Boyle e colaboradores (2000) observaram que a
ingestdo de flavondides glicosilados em refeicbes contendo cebolas por
mulheres entre 22 e 40 anos, diminuiu os niveis de biomarcadores de estresse

oxidativo, especialmente o dano ao DNA.

1.5. Estresse oxidativo

As EROs existem em células e tecidos bioldgicos em concentragdes
baixas, mas mensuraveis. Suas concentragdes sao determinadas pelo balango
entre as taxas de producdo e de degradacgao (clearance) pelos compostos
antioxidantes e enzimas (Droge, 2001).

O estresse oxidativo pode ser definido como um disturbio entre o
balanco pro-oxidante/antioxidante em favor da situacao pro-oxidante, levando a
um dano potencial. Esta situacdo pode ser resultado de uma diminuicdo dos
antioxidantes ou aumento da produgédo de EROs (Halliwell e Gutteridge, 1999).

O estresse oxidativo pode contribuir significativamente para doencgas
inflamatérias  (artrite, vasculite, glomerulonefrite, lupus eritematoso,
aterosclerose), doengas isquémicas (infarto, isquemia intestinal),
hemocromatose, AIDS, enfisema, transplante de 6rgaos, ulcera gastrica,
hipertensao e pré-eclampsia, doengas neurolégicas (esclerose multipla, doenga

de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose amiotréfica lateral), alcoolismo,
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diabetes, cancer e muitas outras (Matés et al., 1999; McCord, 2000;
Madamanchi et al., 2005).

As células podem tolerar um leve estresse oxidativo aumentando a
sintese dos sistemas de defesa antioxidante na tentativa de restaurar o
balanco. Entretanto, o estresse oxidativo severo produz dano ao DNA,
elevagdo do Ca®" intracelular e ferro, dano as proteinas (incluindo
transportadores de ions na membrana) e peroxidagao lipidica, podendo resultar
em injuria e morte celular (Halliwell, 1996).

O alvo celular primario do estresse oxidativo depende do tipo celular,
da natureza do estresse imposto (oxidante radical ou ndo radical), local de
geragado (intra ou extracelular), proximidade das espécies reativas do local
especifico e severidade do estresse (Dalle-Donne et al., 2003a).

Espécies reativas podem reagir diretamente com as proteinas ou com
moléculas tais como agucares e lipideos, gerando produtos que entdo reagem
com as proteinas. Podem ocorrer oxidagdes e clivagem das liga¢des peptidicas
ou modificacbes nas cadeias laterais das proteinas. As modificagdes
oxidativas, originando grupos carbonil (aldeidos e cetonas), geralmente
causam perda da estrutura e fungao catalitica das proteinas afetadas, levando
a efeitos deletérios na fungdo das células e 6rgaos (Levine, 2002; Stadtman e
Levine, 2003). O conteudo de proteina carbonilada é atualmente um indicador
geral e por muito tempo utilizado como marcador da oxidagdo protéica, e o
acumulo destas proteinas tem sido observado em varias doengas incluindo
doenca de Alzheimer, diabetes, aterosclerose, artrite reumatdide, catarata,
entre outras (Dalle-Donne et al., 2003b, Requena et al., 2003, Halliwell e

Whiteman, 2004).
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Acidos graxos insaturados sdo altamente susceptiveis ao ataque de
radicais livres (Rice-Evans, 1995). O processo de peroxidacao lipidica esta
dividido em trés fases: iniciacdo, propagacao e degradacao (Figura 4).
Iniciacdo é o ataque a um acido graxo por qualquer espécie quimica, como o
radical hidroxil, que possua reatividade suficiente para abstrair um atomo de
hidrogénio (H) do grupo metileno (-CHy-), levando a formagédo de um radical
centrado em carbono (-°CH-). Em seguida, ocorre um rearranjo molecular deste
radical com formac¢do de um produto mais estavel, o dieno conjugado, que por
sua vez, pode sofrer varias reagdes. A mais provavel é a reacdo com o
oxigénio que forma um radical peroxila (RO;"). Os radicais peroxila também sao
capazes de abstrair atomos de hidrogénio de moléculas lipidicas, formando
novos radicais peroxila e lipoperéxidos, o que é conhecido como fase de
propagacao. Em situagcdes de dano celular, a peroxidagao também é favorecida
pela sintese enzimatica de lipoperdxidos pelas cicloxigenases e lipoxigenases.
Os lipoperéxidos sdo compostos bastante estaveis. No entanto, na presenca de
complexos de metais de transicdo, como os sais de cobre e ferro, sua
decomposicédo € acelerada e leva a formagédo de radicais alcoxil (RO’), pela
quebra da ligagado O-O, e peroxila, pela abstragdo de um hidrogénio (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

As potenciais consequéncias da peroxidacdo em membranas lipidicas
incluem a perda de acidos graxos poliinsaturados, diminuigdo da fluidez
lipidica, alteracdo da permeabilidade da membrana, efeitos em enzimas
associadas a membranas, alteragdes no transporte de ions, liberacdo de
matérias de compartimentos celulares e geragdo de metabdlitos citotoxicos de

hidroperdxidos lipidicos (Rice-Evans, 1995; Niki et al., 2005).
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Figura 4: Reacbes de iniciagdo e propagacado da peroxidacao lipidica. Adaptado de
Halliwell e Gutteridge (1999).

O dano ao DNA, produzido por radicais livres, inclui modificacbes de
todas as bases, delegbes, mudanga na estrutura, quebra de cadeias, ligagdes
cruzadas entre proteinas e DNA e rearranjo cromossomal (Higuchi, 2003). O
radical ‘OH é o principal responsavel pelo dano, reagindo com todos os
componentes do DNA: as bases, purina e pirimidina, e a desoxirribose
(Dizdaroglu et al., 2002; Valko et al., 2004). Este radical se liga as duplas
ligacbes das bases de DNA e abstrai um atomo de hidrogénio do grupamento
metil da tiamina e de cada uma das ligagdes C-H da desoxirribose (Evans et
al., 2004).

O dano oxidativo ao DNA parece estar relacionado ao aumento do
risco de cancer (Halliwell, 2002). Estudos tém demonstrado niveis elevados de

DNA modificado oxidativamente em muitos tumores, reforcando o fato de que
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eventos oxidativos sdo responsaveis por mutagdes espontdneas sendo

implicados na etiologia do cancer (Evans et al., 2004).

1.6. Endotélio e regulacédo do tébnus vascular

O endotélio vascular consiste em uma uUnica camada de células
endoteliais que reveste a superficie luminal de todos os vasos do sistema
vascular (Michiels et al., 2003; Bryan et al., 2005). Hoje é reconhecido nao
somente como uma barreira fisica entre o sangue e a parede vascular, mas
também como um importante e estrategicamente localizado 6rgao com
multiplas fungdes enddcrinas e paracrinas (Rubio e Morales-Segura, 2004). Em
condigbes fisiologicas, o endotélio atua como um regulador inibitério da
contracdo vascular, adesdo de leucdcitos, crescimento do musculo liso
vascular e agregacao plaquetaria, através da produgdo de varias moléculas
biologicamente ativas (Landmesser et al., 2004; Rubio e Morales-Segura,
2004).

As células endoteliais secretam mediadores vasodilatadores em
reposta a substancias liberadas de nervos sensoriais e autonémicos
(acetilcolina, noradrenalina, ATP, substancia P), horménios circulantes
(catecolaminas, vasopressina, angiotensina |Il, insulina), derivados da
coagulagao e produtos plaquetarios (serotonina, ADP, trombina) ou produtos
autacoides produzidos pelo endotélio e musculo liso vascular (bradicinina,
ADP/ATP/UTP, angiotensinas, endotelina). Além disso, mudangas no estresse
de cisalhamento provocam vasodilatagao dependente do endotélio (Mombouli e

Vanhoute, 1999).
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1.6.1. Oxido Nitrico

Furchgott e Zawadzki (1980) foram os primeiros a descrever o
relaxamento vascular dependente do endotélio, através do qual acetilcolina
relaxa preparacdes isoladas de vasos sanguineos somente se a camada de
células endoteliais estiver presente e intacta. Estudos subsequentes
demonstraram que a acetilcolina e outros agentes (incluindo bradicinina,
histamina, e serotonina) liberam um fator (Fator Relaxante Derivado do
Endotélio - EDRF) instavel, que atua via ativagdo da guanilato ciclase soluvel e
é inibido pela hemoglobina e pelo azul de metileno (Furchgott et al., 1984). Em
1987, Furchgott propds que o EDRF poderia ser o NO e neste mesmo ano,
Palmer e colaboradores (1987) conseguiram detectar baixas quantidades de
NO geradas nas células endoteliais vasculares quando estimuladas com
bradicinina.

O NO ¢ sintetizado por muitos tipos celulares pela conversdo de L-
arginina a L-citrulina, pela acdo da enzima NO sintase (NOS). Existem 2
isoformas de NOS constitutivas, dependentes de calcio/calmodulina, a NOS
neuronal (NNOS) e a NOS endotelial (eNOS), e uma isoforma induzivel (iNOS),
nao dependente de calcio, que é expressa em macrofagos e outros tecidos
apos estimulos imunoldgicos (Moncada e Higgs, 2006). Todas as isoformas
das NOS descritas requerem dinucleotideo fosfato de nicotinamida adenina
reduzida (NADPH), L-arginina e oxigénio molecular como substratos e flavina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e tetrahidrobiopterina
(TBH4) como cofatores, liberando NO e L-citrulina como produtos (Schulz e

Triggle, 1994).
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Nas células endoteliais, a NOS esta ligada a membrana celular,
associada as cavéolas, sendo negativamente regulada pela caveolina
(Gewaltig e Kojda, 2002). A estimulagcao das células endoteliais por agonistas
provoca dissociacdo do complexo NOS/caveolina e permite a ligacédo e
ativacdo da NOS por Ca*/calmodulina (Fleming e Busse, 1999; Mombouli e
Vanhoutte, 1999). Nas células endoteliais, a ativacdo da eNOS é estimulada
por varios mediadores fisicos e bioquimicos, como forcas hemodinadmicas
(estresse de cisalhamento), trombina, bradicinina, substadncia P, ADP,
acetilcolina e insulina (Naderali e Williams, 2003).

O relaxamento do musculo liso vascular pelo NO envolve a estimulagao
da guanilato ciclase soluvel e consequentemente aumento na formagédo de
GMPc. O GMPc ativa um proteina quinase que aumenta na extrusdo de Ca?*
do citosol no musculo liso vascular, inibindo da maquinaria contratil (Figura 5)
(Mombouli e Vanhoutte, 1999).

Além de seu efeito vasodilatador, o NO inibe a agregacgéao plaquetaria e
a proliferagdo do musculo liso vascular e regula a interagdo entre os leucdcitos
e a parede do vaso sanguineo. O NO é considerado um regulador da
homeostase vascular e sua auséncia contribui de modo importante para um
grande numero de condi¢cdes e estados patologicos, tais como hipertensao e

vasoespamos (Rubio e Morales-Segura, 2004; Moncada e Higgs, 2006).



21

1.6.2. Outros mediadores derivados do endotélio: prostaciclina e EDHF

A prostaciclina € produzidas no endotélio vascular, a partir do acido
araquidénico, pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX). Seus receptores na
célula muscular lisa vascular estdo acoplados a adenilato ciclase, aumentando
os niveis de AMPc. Este por sua vez estimula canais de K* sensiveis ao ATP e
causa hiperpolarizagdo da membrana celular e inibicdo do desenvolvimento da
contracdo. O AMPc também aumenta a extrusdo de Ca®** do citosol no
musculo liso vascular e inibe a maquinaria contratil. Além disso, a acdo da
prostaciclina pode ser potencializada pelo NO (Salvemini et al., 1997; Ding e
Triggle, 2004; Parkington et al., 2004).

Além da prostaciclina e do NO, o Fator Hiperpolarizante Derivado do
Endotélio (EDHF) também esta envolvido no relaxamento do musculo liso
vascular (Félétou e Vanhoutte, 2004). Existem evidéncias de que as respostas
mediadas pelo EDHF s3o iniciadas por um aumento na concentracdo de Ca**
endotelial e conseqiiente ativacdo de canais de K' de baixa e média
condutancia, que leva a hiperpolarizagdo das células musculares lisas (Figura

5) (Busse et al., 2002).
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Figura 5: Esquema resumido representando a liberacdo de fatores vasodilatadores
derivados do endotélio e seu efeito na célula muscular lisa vascular. RE = reticulo
endoplasmatico, R = receptor, PGI, = prostaciclina, NO = 6xido nitrico, EDHF= Fator
Hiperpolarizante Derivado do Endotélio, COX = ciclooxigenase. Adaptado de
Mombouli e Vanhoute (1999) e Vanhoute (2004).

1.7. Estresse oxidativo e doencas cardiovasculares

Em condi¢cbes fisiologicas, EROs s&o produzidas de maneira
controlada, em baixas concentragdes, e funcionam como moléculas
sinalizadoras regulando a contracéo e o relaxamento das células do musculo
liso vascular e o seu crescimento. Sob condi¢cdes patolégicas a produgao
aumentada de EROs leva a disfuncédo endotelial, aumentando a contratilidade,
o crescimento e a apoptose do musculo liso vascular, migragao de monacitos,

peroxidagao lipidica, inflamagao, e aumentando a deposicdo de proteinas da
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matriz extracelular, contribuindo para o dano vascular na doenca
cardiovascular (Griendling e Fitzgerald, 2003; Touyz e Schiffrin, 2004).

EROs vasculares sao produzidas no endotélio, adventicia e célula
muscular lisa e derivadas predominantemente da NADPH oxidase, que é uma
enzima que catalisa a producdo de O," pela redugcdo de um elétron do
oxigénio, usando NADPH como doador de elétron (Stocker e Keaney Jr, 2005).
Outras fontes capazes de gerar EROs sdo a NOS, xantina oxidase, citocromo
P450, enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial e mieloperoxidase derivada
de fagécitos (Taniyama e Griendling, 2003).

As EROs possuem um papel fisiopatolégico importante no
desenvolvimento da hipertensdo, em parte devido ao excesso de O," e
diminuicdo da biodisponibilidade do NO na vasculatura e rins e ao
remodelamento cardiovascular mediado pelas EROs. O tratamento com
antioxidantes melhora a estrutura e fungao vascular, prevenindo o dano ao
orgao alvo, e reduzindo a pressdo arterial em modelos animais e na
hipertensdo humana (Sato et al., 2002; Touyz, 2004; Touyz e Schiffrin, 2004).

O prejuizo da vasodilatagcdo mediada pelo endotélio na hipertensao
esta ligado a diminuigdo da biodisponibilidade do NO. Isso pode ser secundario
a diminuicdo da sintese de NO e/ou ao aumento da sua degradacéo devido a
interacdo com O," para formar ONOO. O ONOO’, uma espécie reativa
altamente toxica, € um fraco vasodilatador comparado ao NO e tem
propriedades pro-inflamatdrias (Ceconi et al., 2003; Ogita e Liao, 2004).

O Oy", além de inativar diretamente o NO, na presenca de metais de
transicdo, pode iniciar a oxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados na

molécula LDL (Carr e Frei, 2000). LDLs modificadas podem ser facilmente
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absorvidas por macrofagos e tornarem-se toxicas para o endotélio vascular.
Este processo pode desencadear a formacdo de placas ateroscleréticas
(Moline et al., 2000; Stocker e O’Halloran, 2004).

Sabe-se que a aterosclerose desempenha um papel determinante no
desenvolvimento de infarto do miocardio, derrame cerebral, faléncia renal e
gangrena, além de estar associada a perda de funcao nas extremidades, fatos
estes que evidenciam o grau de importancia desta patologia no contexto

médico atual (Ross, 1993; Glass e Witztum, 2001).

1.7.1. Flavondides e doencas cardiovasculares

Devido a relacédo entre o aumento do estresse oxidativo na vasculatura
e o0 prejuizo da funcdo vasodilatadora endotelial, pesquisadores tém
considerado a possibilidade de que o aumento das defesas antioxidantes
poderia ser benéfico. Nos ultimos anos, um grande numero de estudos tem
examinado o efeito de suplementacdes com antioxidantes, tais como vitaminas
E e C, na fungao endotelial (Tomasian et al., 2000).

Crescentes evidéncias epidemioldgicas sugerem a existéncia de uma
correlagdo negativa entre o consumo de alimentos (frutas, vegetais, chocolate,
etc.) e bebidas (vinho, especialmente vinho tinto, suco de uva, chas, etc.) ricos
em polifendis e a incidéncia de doengas cardiovasculares e infarto (Stoclet et
al., 2004).

A pesquisa de flavondides foi impulsionada com a descoberta do
Paradoxo Francés, isto é, o baixo indice de mortalidade por doencas

cardiovasculares observado em populagcdes do Mediterraneo em associacao
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com o consumo de vinho tinto e uma dieta rica em gordura saturada. Os efeitos
benéficos do vinho tinto podem ser atribuidos em grande parte ao seu
conteudo de compostos fendlicos, principalmente os flavondides (Estruch,
2000; Nijveldt et al., 2001; lijima et al., 2002; Schuldt, 2005).

Varias propriedades quimicas e efeitos biolégicos dos polifendis da
dieta podem estar envolvidos na protecdo contra o risco cardiovascular. Uma
hipotese é que as propriedades antioxidantes dos flavondides podem proteger
0S vasos sanguineos das consequéncias deletérias do estresse oxidativo
associado a muitos se nao todos os fatores de risco cardiovasculares (Stoclet
et al., 2004).

O estresse oxidativo esta envolvido na patogenia da aterosclerose,
assim a utilizagdo de flavondides antioxidantes pode ser benéfica (Morton et
al., 2000). Estudos tém demonstrado que flavondides podem inibir a
modificagdo oxidativa das LDLs através de dois mecanismos: inibindo a
hidroxilacdo da LDL ou prevenindo a oxidacdo do a-tocoferol, que esta
presente nas lipoproteinas. Assim, bloqueando a oxidagcédo da LDL, diminui a
formagdo de placas aterosclerdticas e reduz o espessamento da parede
arterial. Além disso, flavondides podem diminuir a agregacao plaquetaria,
diminuindo os riscos de trombose (Moline et al., 2000).

Ao lado da sua atividade antioxidante direta ou por estimulacdo dos
mecanismos de defesa enddgenos, que pode diminuir a LDL circulante e a
oxidacdo de lipideos de membrana e suas consequéncias deletérias nas
células endoteliais, certos polifendis com estruturas especificas podem
melhorar a fungao endotelial (pelo aumento do NO, EDHF e prostaciclinas e

pela diminuicdo da formacao de endotelina-1) e inibir a angiogénese, migragcao
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e proliferacdo das células vasculares (Stoclet et al., 2004). Benito e
colaboradores (2002) verificaram que a ingestdo de uma dieta rica em
flavondides (quercetina e catequina) melhorou o relaxamento dependente do
endotélio vascular em aorta isolada de rato, pelo aumento na produgao de NO
nos vasos dos animais tratados.

Varios estudos utilizando flavondides de diferentes fontes tem
demonstrado sua atividade vasodilatadora dependente do endotélio, que esta
geralmente associada ao aumento na formacdo de GMPc e é bloqueada por
inibidores da NOS, indicando que é mediado pela via NO/GMPc (Herrera et al.,
1996; Andriambeloson et al., 1997; Huang et al., 2004).

Além de interferir na via do NO/GMPc flavondides podem tem um efeito
vasodilatador através de outros mediadores, como o EDHF (Tirapelli et al.,

2004; Schuldt et al., 2005) e a prostaciclina (Ajay et al., 2003).

Com base em dados da literatura, que demonstram as propriedades
terapéuticas de flavondides e plantas ricas neste grupo de compostos, o
presente trabalho propde o estudo de Cyathea phalerata, através da avaliagcéo
do seu potencial antioxidante e vasodilatador, utilizando ensaios bioquimicos e

farmacoldgicos, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante
do extrato bruto e de fragbes obtidas do caule de Cyathea phalerata, utilizando
modelos in vitro, e a atividade antioxidante da fracdo acetato de etila (FAE),
utilizando modelos in vivo. Além disso, procurou-se investigar a atividade
farmacologica da FAE sobre a reatividade vascular, utilizando o modelo de

aorta toracica isolada de rato.

2.2. Objetivos especificos

= Avaliar o potencial antioxidante in vitro do extrato bruto (EB), fracdo
precipitado (PPT), fragdo aquosa (FAQ), fragdo n-butanol (FBU) e fragao
acetato de etila (FAE) de Cyathea phalerata, utilizando os ensaios de
capacidade sequestradora dos radicais DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazina),

0, e "OH, e de peroxidacéo lipidica;

= Avaliar o estresse oxidativo (fragmentagcdo do DNA, peroxidagéao lipidica e
carbonilagdo de proteinas) e as defesas antioxidantes (concentracéo de
GSH, atividade de CAT e GST), em camundongos pré-tratados com a FAE

de Cyathea phalerata e expostos ao tetracloreto de carbono (CCly);

= |nvestigar a atividade farmacoldgica do EB e da FAE de Cyathea phalerata

com relagao a sua capacidade vasorrelaxante, em preparagdes isoladas de
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anéis de aorta toracica isoladas de ratos, bem como envolvimento da via

NO/GMPc e da prostaciclina nas acdes da FAE;

Analisar a influéncia da incubacgao prévia da FAE na contracido induzida
pela fenilefrina e no relaxamento induzido pelo doador de NO, nitroprussiato

de saddio;

Relacionar a atividade antioxidante (in vitro e in vivo) com os resultados

obtidos nos experimentos farmacolégicos em anéis de aorta toracica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Animais

Para os ensaios de atividade antioxidante in vivo foram utilizados
camundongos Swiss machos, pesando entre 30 e 40 gramas (6 - 8 semanas).
Ja para os ensaios de peroxidacao lipidica in vitro e reatividade vascular foram
utilizados ratos Wistar machos (10 - 12 semanas), pesando entre 200 e 250
gramas. Todos os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos no
Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB - UFSC, em
temperatura controlada de 22 + 2 °C (ratos) e 21 £ 2 °C (camundongos), em
ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e ragdo. Os animais
permaneceram no laboratorio durante um periodo de pelo menos 24 horas
antes da realizagdo dos ensaios.

Os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina e estdo cadastrados sob os numeros 330/CEUA e

002728/2005-41/UFSC, e PP00052 e 23080.015491/2006-40/UFSC.
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3.1.2. Farmacos e Reagentes

Foram utilizadas as seguintes farmacos e reagentes: acetilcolina, acido
nitrilotriacético (NTA), acido sulfossalicilico, acido tiobarbiturico (TBA), acido
tricloroacético (TCA), acido tungstosalicilico, albumina bovina, agarose de
baixo ponto de fusdo (LMPA), cloridrato de fenilefrina, desoxirribose, 1,1-difenil-
2-picril hidrazina (DPPH), 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH), dimetil sulféxido
(DMSO), DTNB, formaldeido, glicerol, hidroperéxido de cumeno, indometacina,
L-arginina, laurilsarcosinato de sédio, L"“-nitro-L-arginina (L-NOARG),
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), metassulfato de
fenazina, nitro blue tetrazolium (NBT), 1H-[1,2,4]oxidiazolol[4,3-a]quinoxalin-1-
ona (ODQ), peroxido de terc-butila, rutina, sulfato ferroso, sulfato de atropina,
tetracloreto de carbono, Triton X-100 e xilenol laranja adquiridos junto a Sigma
Chemical Company (St. Louis, EUA). Acido cloridrico, bicarbonato de sédio,
carbonato de soédio, cloreto de calcio, cloreto de potassio, cloreto de sodio,
etanol, hidréxido de sdédio, manitol, nitrato de prata, nitroprussiato de sdédio,
sulfato de cobre, sulfato de zinco e tartarato de sdédio e potassio adquiridos
junto a Nuclear (Diadema - SP, Brasil). Cloreto de magnésio, glicose anidra,
glutationa reduzida (GSH) e reativo de Folin adquiridos da Merck S.A. (Rio de
Janeiro - RJ, Brasil). Acido acético, acido fosférico, acido sulfarico, cloreto
férrico, EDTA, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio dibasico,
nitrato de amoénio e peroxido de hidrogénio adquiridos da Reagen (Rio de
Janeiro - RJ, Brasil). Agarose de ponto de fusdo médio (NMPA) e Tris
adquiridos da Gibco (New York, EUA), superdxido dismutase adquirida da

Roche (S&o Paulo - SP, Brasil).
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3.1.3. Material Botanico

O caule de Cyathea phalerata Mart. foi coletado no Alto do Aririt, no
municipio de Palhoga - SC e identificado no Herbario da Universidade Federal
do Rio de Janeiro pela Professora Dra. Lana Silvestre, cuja catalogacao esta
sob o numero RBR 4287. O extrato bruto e as fragcdes de Cyathea phalerata
Mart. foram preparados e caracterizados pelo Prof. Dr. Moacir Geraldo
Pizzolatti no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa

Catarina.
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparo do extrato bruto e das fracdes Cyathea phalerata

O caule fresco (9,18 kg) foi picado em pequenos pedagos de até 3 cm
e macerado em etanol 92,5% durante 15 dias por duas vezes consecutivas. O
extrato bruto (EB) resultante foi entdo concentrado em rotaevaporador a
temperatura controlada de até a 55°C, até iniciar a formagcao de precipitado. O
extrato bruto concentrado foi deixado em repouso por 24 h sob refrigeragéo
(5 °C) e o precipitado formado foi filtrado em papel filtro para obter um sélido de
coloracdo marrom escuro (PPT) (48 g). O filtrado aquoso (EAQ) resultante
deste procedimento (141 g) foi submetido a um particionamento liquido-liquido
sequencial com acetato de etila e n-butanol. Este procedimento resultou na
obtengao das fragdes acetato de etila (FAE) (2,949), n-butanol (FBU) (18 g) e

aquosa (FAQ) (116 g) (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma de preparo do extrato bruto e das fracdes de Cyathea phalerata.

3.2.2. Caracterizacdo quimica de Cyathea phalerata

O extrato bruto, preparado a partir do caule fresco, foi separado em
quatro fragdes conforme descrito no item anterior: precipitado (PPT), fragéo
soluvel em acetato de etila (FAE), fragdo soluvel em n-butanol (FBU) e fragéo
aquosa (FAQ). Estas fragbes foram individualmente submetidas a sucessivos
fracionamentos por cromatografia em coluna de silica gel (70 - 230 e 230 - 400
mesh), utilizando como eluente misturas de hexano, acetato de etila, etanol e
metanol com gradiente de polaridade crescente. Apds a reunido das fragdes
por similaridade em cromatografia de camada fina, seguido de purificagédo (para
alguns compostos) por recristalizagdo em acetona, metanol e metanol-agua
obteve-se 8 compostos. Seis compostos glicosideos contendo o kanferol, acido

caféico, acido cumarico, sitosterol e acido 3,4-dihifroxibenzdéico como
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agliconas: kanferol 3-O-a-L-rhamnopiranosil (1—2)-B-D-glicopiranosideo, acido
4-0O-B-D-glicopiranosilcafeico, acido 4-0O-B-D-glicopiranosil-p-cumarico,
sitosterol-pB-D-glucoside, composto 3,4-dihidroxibenzoato de 1'-glicosila; e os
demais B-sitosterol, kanferol, etilgalactoside.

A caracterizacao foi realizada com base nos dados espectroscopicos
de IV (infravermelho), MASSAS, RMN de 'H, *C, APT e HETCOR, HMQC e
HMBC e confirmado com dados da literatura.

Na FAE foi encontrado o composto 3-O-a-L-rhamnopiranosil (1—2)-p-
D-glicopiranosideo, isolado pela primeira vez na familia Cyatheaceae,
representando 51,26% desta fragado (composto majoritario). Além deste, foram
encontrados nessa fragdo os compostos acido 4-O-B-D-glicopiranosilcafeico,
etilgalactoside, B-sitosterol e kanferol, em menores quantidades (Figura 7). Na
FBU também foram identificados os compostos 3-O-a-L-rhamnopiranosil
(1—>2)-p-D-glicopiranosideo  (rendimento de 16,47 %) e 4-O-B-D-

glicopiranosilcafeico, em quantidades inferiores.
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Figura 7: Estruturas quimicas dos compostos presentes na FAE de Cyathea
phalerata.

3.2.3. Avaliacao da atividade antioxidante in vitro de Cyathea phalerata

3.2.3.1. Determinacgéo da atividade sequestradora do EB e das fracOes de

Cyathea phalerata sobre o radical DPPH

A atividade sequestradora do radical 1,1-difenil-2-picril hidrazina
(DPPH) foi avaliada pela medida da extingdo de sua absorgdo maxima em 517
nm (Mensor et al., 2001). O procedimento constituiu-se em incubagao de uma
solugdo etandlica de DPPH (3 mM), durante 30 minutos a temperatura
ambiente, com concentragdes crescentes (1; 3; 10; 30 e 100 ug/mL) de EB,

PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea phalerata ou de rutina (controle positivo, 50
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ug/mL). Apos esse periodo foi feita a leitura espectrofotométrica em 517 nm
contra um branco contendo apenas etanol. O controle negativo foi obtido pela
adicdo do DDPH na auséncia do EB e das fragdes. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o percentual sequestrador do radical DPPH foi
calculado em termos de porcentagem de atividade antioxidante (AA%),
conforme férmula abaixo:

AA% = 100 - {[(AbS.amostra - AbS. branco) X 100] / AbS.controle}

Os resultados foram expressos como meédias percentuais da atividade

antioxidante + Erro Padrdo da Média (EPM).

3.2.3.2. Determinacdo da capacidade sequestradora do EB e das fracdes

de Cyathea phalerata sobre o radical Anion Superoxido (O,%)

Para avaliar a capacidade seqliestradora do radical O, foi utilizado o
sistema fenazina-metasulfato-NADH para geragdo deste radical, segundo
Robak e Gryglewski (1988). O meio de reagdo consistiu de metasulfato de
fenazina, nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e nitro blue
tetrazolium (NBT) em tampao fosfato. Em tubos de “Eppendorf’, foram
adicionados 50 pL de solugdo de NBT (600 uM), 50 uL de solugdo de NADH
(100 uM), 50 uL de H,O (controle) ou SOD (controle positivo, 100 U/mL) ou 50
uL de concentragdes crescentes de EB, PPT, FAQ, FBU e FAE (10; 30; 100;
300 e 1000 pg/mL, concentracgéao final) e 240 uL de tampao fosfato (0,1 M, pH
7,8), antes da adi¢cdo de 10 puL de metassulfato de fenazina (10 uM). Apos 2
min a temperatura ambiente, a reagao foi interrompida pela adi¢do de 100 uL

de solugao de HCI (0,01 N). A absorbancia do tubo controle foi medida a 560
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nm contra o branco da reacdo, o qual ndo continha a solugao de metassulfato
de fenazina e a absorbancia dos tubos com o EB e as fragcbes foi medida
contra um branco especifico, contendo a mesma concentracao destes, porém
sem o metassulfato de fenazina. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e os
resultados foram expressos como média + EPM das porcentagens de redugao
do NBT, sendo considerado 100 % de redugdo a reacgao controle na auséncia
do EB e das fragdes. As porcentagens foram calculadas de acordo com a
féormula:

RedUQéO dO NBT (%) = [(Abs.amostra = AbS branco) X 100] /Abs.contr0|e

3.2.3.3. Inibicdo dos danos oxidativos a desoxirribose induzidos pelo

radical "OH, pelo EB e fracGes de Cyathea phalerata

O sistema gerador do radical "OH utilizado para a detecgado de danos
oxidativos a desoxirribose foi realizado de acordo com o método descrito por
Nishida e colaboradores (1991). A detecgdo dos produtos de oxidagdo da
desoxirribose foi realizada conforme a descrcédo de Halliwell e Gutteridge
(1981). Neste ensaio, o radical *OH, gerado através da reacdo do Fe** com o
acido nitrilotriacético (NTA) e o perdxido de hidrogénio (H20,) (Reacédo de
Fenton), é capaz de oxidar a desoxirribose. O produto dessa oxidagao
(malondialdeido, MDA) reage prontamente com o acido tiobarbiturico (TBA),
formando um produto corado que € medido espectrofotometricamente (Halliwell
e Gutteridge, 1981).

Os ensaios foram realizados em triplicata, num volume final de 1,2 mL,

em tubos de 10 mL. Inicialmente, para a formagdo do quelato, foram
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adicionados 25 uL de solugao de FeCls (25 uM) e 100 uL da solugédo estoque
de NTA (100 uM), permanecendo por 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado 605 uL de agua destilada, 150 uL de tampao
fosfato (0,01 M, pH 7,4), 100 uL de solugcéo de desoxirribose (2,8 mM), 120 uL
de HyO (controle) ou manitol (controle positivo, 1 mM) ou 120 ulL de
concentragbes crescentes de EB, PPT, FAQ, FBU ou FAE (0,1; 1; 10; 100
ug/mL, concentracdo final) e por ultimo 100 puL de H,O; (1,4 mM). Os tubos
foram mantidos por 20 min em banho-maria a 37 °C. A reacdo para
quantificacdo dos produtos de oxidagao foi realizada pela adicdo de 1 mL de
TBA (1 %) e 1 mL de acido tricloroacético (TCA, 2,8 %). Os tubos foram
mantidos por mais 15 min a temperatura de 100°C para a formagao do produto
corado e ao final do tempo, resfriados em banho de gelo. Os ensaios foram
realizados em triplicata e a absorbancia do tubo controle foi medida a 532 nm
contra um branco contendo todos os reagentes, com excegao da desoxirribose.
A absorbancia de cada tubo teste foi medida contra um branco especifico,
contendo a mesma concentracdo do EB e das fragcbes. Os resultados foram
expressos como média + EPM das porcentagens da degradagdao da
desoxirribose, considerando-se os valores médios da absorbéncia do controle,
sem a presenga do EB e fragcbes, como 100 % da degradacdo. As
porcentagens foram calculadas de acordo com a formula abaixo:

Degradacgao da Desoxirribose (%) = [(AbS.amostra - ADS. pranco) X 100] / AbS.controle
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3.2.3.4. Avaliacao da inibicdo da peroxidacéo lipidica pelo EB e fracdes de

Cyathea phalerata

A inibicdo da peroxidagao lipidica foi testada usando-se homogenato
de figado de ratos, segundo o método de Chen e Tappel (1996) com
modificagdes. Ratos Wistar machos foram sacrificados por deslocamento
cervical, a cavidade abdominal foi aberta e o figado foi retirado apds ser
perfundido com solugao salina (NaCl 0,9 %). Aproximadamente 3,0 g de figado
foram homogeneizadas em 9 mL de tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0
em KCI 140 mM. O homogenato obtido foi centrifugado durante 15 min a 3.500
rom a 4 °C. O sobrenadante foi congelado a -20°C e utilizado posteriormente
para os ensaios de peroxidacgao lipidica.

Neste ensaio, 0 agente oxidante € o tert-butilhidroperdxido que abstrai
o0 atomo de hidrogénio dos acidos graxos mono e poliinsaturados dando inicio
ao processo de peroxidagao lipidica. Os ensaios foram realizados em triplicata,
num volume final de 1,0 mL. Em tubos de ensaio, foram adicionados
sequencialmente 125 pyL de tampao fosfato (80 mM, pH 7,4), 150 pL de
homogenato de figado de ratos, 100 yL de H,O (controle) ou BHT (controle
positivo, 1 mM) ou 100 uL de concentragdes crescentes de EB, PPT, FAQ,
FBU e FAE (1; 3; 10; 30; 100 ug/mL, concentragao final), 100 pyL de tert-
butilhidroperdxido (0,1 mM) e agua deionizada (volume necessario para
completar 1,0 mL). Os tubos foram mantidos sob agitagdo por 2 horas a 37°C.
A reacao de quantificacdo dos produtos de peroxidacao lipidica foi realizada
pela adicdo de 1 mL de TBA (1 %) e 1 mL de acido tricloroacético (TCA, 2,8
%). Os tubos foram mantidos por 15 min a temperatura de 100°C para a

formacdo do cromdéforo e ao final do tempo, resfriados imediatamente em
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banho de gelo e centrifugados por 5 min a 3.500 rpm. A absorbéancia do tubo
controle foi medida em 532 nm contra o branco contendo todos os reagentes,
com excegao do homogenato de figado de ratos. A absorbéancia dos tubos
teste foi medida contra um branco especifico, contendo a mesma concentragao
do EB e das fracdes. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos como média + EPM das porcentagens de peroxidagao lipidica,
considerando-se os valores médios da absorbancia do controle sem a
presenca do EB e fragcbes como 100 % peroxidagéo lipidica. As porcentagens
foram calculadas de acordo com a seguinte férmula:

PerOXIdaQéO ||p|’dlca (%) = [(Abs.amostra = AbS branco) X 100] / AbS.Contro|e

3.2.4. Atividade antioxidante de Cyathea phalerata in vivo e indicadores
de estresse oxidativo

Os camundongos foram divididos em 6 grupos (6 - 8 animais por
grupo) e tratados por via oral durante 10 dias, uma vez ao dia, com a FAE,
rutina ou o veiculo, conforme descrito abaixo:

1. CN (controle normal): tratados com veiculo (agua destilada);

2. CT (controle tetracloreto): tratados com veiculo (agua destilada);
3. FAE 10: tratados com FAE 10 mg/kg de peso;

4. FAE 30: tratados com FAE 30 mg/kg de peso;

5. FAE 100: tratados com FAE 100 mg/kg de peso;

6. RUT (controle positivo): tratados com rutina 6 mg/kg de peso.
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Apods 10 dias de tratamento os animais dos grupos CT, FAE 10, FAE
30, FAE 100 e RUT receberam, por via intraperitonial, tetracloreto de carbono
(CCls) 0,5 mL/100 g de peso (30% v/v) em solugao de éleo de milho e o grupo
CN recebeu 0,5 mL/100 g de peso de éleo de milho (veiculo). Vinte quatro
horas apds a administragao, os animais foram anestesiados com éter etilico e o
sangue coletado por puncado ocular para analise do dano oxidativo ao DNA.
Imediatamente apdés a coleta do sangue os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os figados retirados para as dosagens dos indicadores

de estresse oxidativo e defesas antioxidantes.

3.2.4.1. Avaliacdo do dano a membrana celular

3.2.4.1.1. Medida da peroxidacéo lipidica pelas substéncias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS)

A avaliagdo da peroxidacédo lipidica enddgena foi realizada pela
detecgcdo dos seus derivados lipoperdxidos, através de substancias que
reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), destacando-se o malondialdeido,
produzindo uma base de Shiff de coloragao rosa (Bird e Draper, 1984).

Pequenas por¢des de figado (0,1 g) foram separadas e pesadas para a
preparagdao dos homogenatos, obtidos com acido fosférico 1,1%. Apds a
homogeinizagdo, 400 pL do homogenato foram misturados a 400 pL da
solucao TBA 1%/ NaOH 50 mM/ BHT 0,1mM e 0,2 mL de acido fosférico 7%.
Posteriormente a amostra foi incubada a 100°C por 15 minutos e em seguida

foi adicionado 1,5 mL de butanol. Finalmente, os tubos foram agitados
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vigorosamente e centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos. A fase organica foi
removida e medida espectrofotometricamente em 532 e 600 nm, contra um
branco que ndo continha as amostras de homogenato (Hermes-Lima et al.,
1995).

Os ensaios foram realizados em ftriplicata e a concentragdo de TBARS
(nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 156 mM
conforme a férmula:

[TBARS]=[Amostra(Absss, - Absesgo)- Branco (Absssz -Abssgp)]x100xdiluicdes/156

3.2.4.1.2. Medida da concentracdo de hidroperdoxidos lipidicos pelo

método do FOX (oxidacado do ferro pelo xilenol laranja)

Os ensaios para avaliar a concentragao de hidroperoxido lipidico foram
realizados conforme descrito por Hermes-Lima e colaboradoes (1995). As
amostras de figado (0,2 g) foram pesadas e homogeneizadas em 1,0 mL de
metanol gelado (4 °C) grau HPLC (1:5 g/v). Os homogenatos foram
centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes removidos para
0 ensaio. A seguir, foram misturados os reagentes: 250 uL de FeSO4 1 mM,
100 puL de H,SO4 0,25 M, 100 pL de xilenol laranja 1 mM, 60 pL do
homogenato e 490 uL de agua destilada. O branco foi preparado substituindo o
volume de homogenato por agua destilada. As amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 24 horas até que se completasse a reacdo. A
absorbancia foi medida em 580 nm. Apds esta leitura foram adicionados 5 pL
de hidroperéxido de cumeno 1 mM, e depois de 60 minutos a absorbancia foi

novamente medida em 580 nm. As analises foram realizadas em ftriplicata e a
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concentragdo dos hidroperoxidos lipidicos (substancias reativas ao FOX) foi
expressa em termos de equivalentes de cumeno hidroperdxido por grama de
tecido (CHPE/g), calculados através da formula:

CHPE/g = (AbS.amostra/ AbS. 5 nmoi cHp) X 5 nmol CHP x 1000/ V x 6

V = volume de amostra utilizado

6 = fator de diluicdo 1:5 (g/v)

3.2.4.2. Determinacdo do dano ao DNA atraveés do teste do COMETA

Com o intuito de avaliar se a FAE poderia reduzir possiveis danos ao
DNA promovidos pelas EROs utilizou-se o teste do COMETA, um ensaio de
genotoxicidade, o qual une técnicas citogenéticas e bioquimicas para detecgao
de danos ao DNA, inclusive danos oxidativos (Hartmann e Speit, 1997; Nadin
et al., 2001).

No teste do COMETA (Singh et al., 1988), avalia-se a fragmentagao do
DNA através de eletroforese horizontal e microscopia. Este teste fundamenta-
se na eletroforese de células lisadas sob condicbes alcalinas embebidas em
gel de agarose de baixo ponto de fusdo, sobre laminas de microscopia
(Anderson et al., 1994; Klaude et al., 1996).

Para este teste 10 uL de sangue, coletados com heparina, foram
adicionados a 90 uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMPA 0,75%) a
37°C. Este sistema foi transferido para uma lamina de microscopia contendo
uma camada prévia de agarose de ponto de fusdo normal (NMPA 1,5%) obtida
previamente por esfregaco. Em seguida, o sistema foi coberto com uma

laminula de vidro. As laminas foram entdo acondicionadas a 5 °C por 10
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minutos. A seguir, as laminulas foram retiradas e as laminas transferidas para
cubas apropriadas, envoltas com papel aluminio, contendo solugcao de lise a
4°C (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10mM, 1% de Lauril Sarcosinato de
Sodio, DMSO 10% e Triton X-100 1%), onde permaneceram por no minimo 1
hora.

A seguir as laminas foram retiradas da lise e acomodadas na cuba de
eletroforese, mantida a baixa temperatura com gelo e cobertas pela solugéo
tampao (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH 13,0), permanecendo ai por 20
minutos. Posteriormente, as laminas foram submetidas a uma eletroforese
horizontal sob voltagem de 25 V e corrente elétrica de 300 mA por 20 minutos.
Ao final da eletroforese as laminas foram lavadas trés vezes em intervalos de 5
minutos com solu¢do neutralizadora (Tris 0,4 M) e uma vez com agua
destilada, e secadas a temperatura ambiente.

A coloracdo das laminas foi feita com nitrato de prata (Nadin et al.,
2001). Primeiramente as laminas foram colocadas em uma cubeta contendo
solucao fixadora (acido tricloroacético 15%, sulfato de zinco 5% e glicerol 5%).
Apds a fixagdo as laminas foram lavadas 3 vezes com agua destilada e
secadas em estufa a 37°C por 1 hora e 30 minutos. Antes de serem coradas, o
gel foi reidratado por 5 minutos com agua destilada. A solugdo corante foi
preparada na seguinte sequéncia: 34 mL da solugao B (nitrato de aménio 0,2%,
nitrato de prata 0,2%, acido tugstosalicilico 0,5%, formaldeido 0,15% e
carbonato de sédio 5%) e 66 mL de solugcdo A (carbonato de sédio 5%). As
laminas ficaram imersas na solug&o corante por 15 minutos a 37°C. A seguir
foram mergulhadas numa solugdo de parada (acido acético 1%), lavadas com

agua destilada e secadas a temperatura ambiente, para posterior leitura.
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Para cada animal foram analisadas, aleatoriamente, imagens de 100
células (50 células de cada lamina, duplicata), e o tamanho dos cometas
(regido nuclear + cauda) foi classificado visualmente por microscopia 6ptica. Os
cometas de cada animal foram divididos em classes, de acordo com o tamanho
da cauda, variando de cometas sem cauda (indicativos de auséncia de dano ao
DNA e denominados cometas de classe 1) até cometas que apresentam cauda
longa (indicativos de dano maximo ao DNA e denominados cometas de classe
5). Para expressar o dano visualizado nas laminas em valores numéricos, cada

classe recebeu uma pontuagao, conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Pontuacao e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Pontuacéao 0 1 2 3 4

Imagem
do cometa

Para cada animal foi atribuida uma pontuagao utilizando-se o indice de
unidades arbitrarias, obtido de acordo com o numero de cometas visualizados
em cada classe, segundo a equagao abaixo:

indice de dano ao DNA = (n° de cometas classe 1 x 0) + (n° de
cometas classe 2 x 1) + (n° de cometas classe 3 x 2) + (n° de cometas classe 4
x 3) + (n° de cometas classe 5 x 4).

Consequentemente, obteve-se uma unica pontuagao para cada grupo.
Assim, o indice de dano de cada grupo variou de 0 (auséncia de dano) a 400

(dano maximo). Para todas as amostras, os resultados foram expressos como
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média £+ EPM das unidades arbitrarias de cada grupo experimental e da

quantidade de células por classe de dano.

3.2.4.3. Avaliacdo do dano oxidativo a proteinas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilagdo foi determinado de
acordo com o método proposto por Reznick e Packer (1994). Os figados foram
homogeneizados (na diluigdo de 1:20) em 5% de acido sulfossalicilico gelado.
Foram adicionados 800 uL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM em HCI
2,5 M) a 200 puL de homogenato. As amostras foram mantidas a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, por 1 hora, sendo vigorosamente agitadas a cada
15 min. A seguir foram adicionados 800 uL de TCA 20% e os tubos agitados e
centrifugados por 5 minutos a 5.000 rpm. Os sobrenadantes foram descartados
e adicionou-se 800 uL de TCA 10%, os tubos foram agitados e novamente
centrifugados a 5.000 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram novamente
descartados e o0 excesso de DNPH removido lavando-se os precipitados por 3
vezes com uma mistura de etanol e acetato de etila (1:1), e em seguida agitou-
se os tubos e centrifugou-se por 5 minutos a 14.000 rpm. Os precipitados
resultantes foram dissolvidos em 400 ulL de cloreto de guanidina 6 M,
submetidos a agitagcdo e incubados por 10 min a 37°C, para dissolugdo. As
absorbéncias foram determinadas a 360 nm, contra um tubo branco contendo
apenas cloreto de guanidina.

A concentragédo total de proteina das amostras foi determinada através
do método de Lowry (1951). Para isto, durante o preparo do pellet foi

adicionado HCI 2,5 M no lugar do DNPH. O precipitado obtido apds a adi¢do do
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TBA 10% foi dissolvido em agua destilada e 20 uL foram utilizados para a
determinacdo da concentracdo protéica total. As amostras foram adicionados
780 uL de agua destilada, 2 mL do Reativo (50 mL de NaHCO3 2% em NaOH
0,1 N + 0,5 mL de SO4Cu.5H,0 1% + Tartarato de sodio e potassio 2%) e 200
uL do Reativo de Folin. Apdés 30 minutos a temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas a 625 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e
as concentracdes de proteina foram calculadas utilizando-se uma curva padrao
de albumina bovina (fator de corregao).

Os valores finais das proteinas carboniladas foram determinados
utilizando-se a seguinte férmula:

C (nmol/g) = (Abs x 45,45 nmol/mg)/ [Proteina]

Onde:

Abs = absorbancia das amostras a 360 nm.

[Proteina] = concentragao total de proteina das amostras

3.2.4.4. Avaliagcdo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

Amostras de figado foram precipitadas com TCA 12% nas diluigbes
1:10 (p/v) e homogeneizadas, seguido de centrifugacdo a 5.000 rpm durante 5
minutos. A concentracdo de pequenos tidis foi avaliada imediatamente apds a
obtengao dos extratos acidos hepaticos (Beutler et al., 1963). A adicéo de 0,2
mL de DTNB (2,5 mM) nas cubetas contendo 1,9 mL de tamp&o fosfato de
potassio 80 mM pH 8,0 e 0,1 mL do extrato acido permitiu, apos cerca de 2

min, a obtengdo maxima de formagédo do anion tiolato (TNB) de cor amarela,
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mensuravel em 412 nm. As analises foram realizadas em triplicata e os valores

expressos em mM.

3.2.4.5. Atividade da enzima catalase (CAT)

Para analise da atividade desta enzima, foi quantificada a velocidade
de decomposicado do peroxido de hidrogénio (H202), em 240 nm, pela enzima
presente na amostra (Aebi, 1984). Os figados foram homogeneizados (na
proporcao 1:20) em tampao Tris 20 mM, pH 7,4, Triton 0,1% e NaCl 150 mM.
Para esse ensaio, foi utilizada a solucdo de H,O, 10 mM em tampao fosfato de
potassio 50 mM pH 7,0 preparada e titulada no dia da analise. Em uma cubeta
de quartzo, foram colocados 2 mL da solugdo de H,O, e 20 uL de amostra
(homogenato). Apdés homogeneizagao a velocidade de decomposi¢ao do H,O;
foi medida durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em triplicata,

sendo os valores expressos em mmol de H20, consumido.min®. g™.

3.2.4.6. Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

As GSTs sdo um grupo de enzimas que catalisam a formacdo de
tioéteres pela adicdo de GSH a um grande numero de compostos que contém
um  carbono eletrofilico. A atividade da GST foi medida
espectrofotometricamente em 340 nm durante 60 segundos (Habig et al.,
1974). Os figados foram homogeneizados (na propor¢ao 1:20) em tampao Tris
20 mM, pH 7,4, Triton X-100 0,1% e NaCl 150 mM. A amostra de homogenato

(10 pL) foi adicionada em um meio contendo 10 uL de CDNB 0,1 M, 10 pL de
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GSH 0,1 M e 970 uL de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de
referéncia o volume de amostra foi substituido por tamp&o. As analises foram
feitas em ftriplicata e os valores de atividade enzimatica foram expressos em

mmol de CDNB conjugado min' g™

3.2.5. Avaliacao do efeito de Cyathea phalerata na reatividade vascular em

anéis de aorta isolada de ratos

3.2.5.1. Montagem das preparacdes isoladas de anel de aorta toracica de

rato

Os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia com
quetamina e cloridrato de xilazina, seguido de exsanguinacéao feita pela secc¢ao
da artéria carotida. Apds a abertura da cavidade toracica, a aorta foi
delicadamente removida e tranferida para uma placa de Petri contendo solugao
de Krebs-Henseleit, com a seguinte composicao (mM): NaCl 118; KCI 4,7;
CaCly 2,5; MgS04 1,2; KH,PO4 0,9; NaHCOg3 25; glicose 11, e retirou-se os
tecidos adiposos e conectivos adjacentes (Andriambeloson et al., 1997).

O vaso foi seccionado na forma de anéis de 3 a 4 mm de comprimento,
os quais foram transferidos para cubas de vidro com volume total de 5 mL
contendo solugcao de Krebs-Henseleit, mantida a 37°C, pH 7,4 e aerada com
uma mistura de 95% de O; e 5% de CO, = Duas hastes metalicas foram
inseridas na luz dos mesmos, sendo uma delas adaptada a um transdutor de
tensdo isométrica acoplado a um sistema de aquisicdo de dados SOFT &
SOLUTIONS (KitCad 8). A tensao de repouso das preparagdes correspondeu a

1,0 g e a solugédo nutriente foi substituida a cada 15 minutos.
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Apds o periodo de equilibrio (60 minutos) as preparagdes foram
contraidas com fenilefrina (1 uM) e a presenga do endotélio funcional foi
avaliada pela capacidade da acetilcolina (ACh, 1 uM) induzir ao relaxamento
das preparacdes. Somente as preparacdes que apresentaram relaxamento
igual ou superior a 75% foram consideradas com endotélio integro.

Nos experimentos onde pretendeu-se investigar a relevancia do
endotélio vascular na capacidade vasorrelaxante da FAE, foi realizada a
remogao da camada de células endoteliais (Corréa et al., 1991). Para este
procedimento, uma das hastes utilizadas na montagem dos vasos no sistema,
foi levemente friccionada contra a superficie interna das preparagdes. A lesao
do endotélio vascular foi considerada apds a verificacdo da auséncia total de
relaxamento induzido pela acetilcolina (Ach, 1 uM), em vasos contraidos
previamente com fenilefrina (1 uM). Apds a realizagdo do teste da integridade
do endotélio, as preparag¢des foram lavadas com solucéo fisiolégica e mantidas

em repouso por 30 minutos.

3.2.5.2. Caracterizacdo do efeito vasorrelaxante do EB e da FAE de

Cyathea phalerata

Apos os 30 minutos de repouso, foram realizadas Curvas
Concentragao Resposta (CCR) cumulativas (0,1 - 1000 ug/mL) ao EB e a FAE,
na presenga do endotélio, em anéis previamente contraidos com fenilefrina (1
uM). Para a FAE foram realizadas CCR cumulativas também na auséncia de

endotélio funcional.
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3.2.5.3. Verificacdo da influéncia da FAE de Cyathea phalerata na via
NO/GMPc

Para avaliar a participacdo da via do NO no efeito vasorrelaxante da
FAE foram realizadas CCR cumulativas, em prepara¢gdes com endotélio integro
e na presenga de L"-nitro-L-arginina (L-NOARG, 10 uM), inibidor da enzima
NO-sintase (NOS), adicionado 20 minutos antes da realizagdo da CCR
cumulativa a FAE.

Também foi avaliado o efeito relaxante da FAE na presenga de um
excesso de L-arginina (1 mM), substrato endégeno da NOS, incubada 10
minutos antes da adi¢gao de L-NOARG (10 uM) ao banho.

Com o intuito de investigar a influéncia da FAE na formacdo do
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), foram realizadas incubagées com
1H-[1,2,4]oxidiazolol[4,3-a]quinoxalin-1-ona, ODQ (1 uM), composto inibidor da
enzima guanilato ciclase. O ODQ foi adicionado 20 minutos antes da realizacao

da CCR a FAE.
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3.2.5.4. Verificacdo da participacdo de prostaciclina no efeito

vasodilatador da FAE de Cyathea phalerata

Para avaliar a participagdo dos metabdlitos da enzima ciclooxigenase
(COX) no relaxamento induzido pela FAE, foram realizadas CCR cumulativas
na presenga de indometacina (1 uM), inibidor da COX. A indometacina foi

adicionada 20 minutos antes da realizacdo da CCR cumulativa a FAE.

3.2.5.5. Verificacdo da influéncia da FAE de Cyathea phalerata na
contragcédo induzida pela fenilefrina

O efeito da FAE também foi avaliado em relagdo a resposta contratil
induzida pela fenilefrina. Foram realizadas CCR cumulativas a fenilefrina (1 nM
— 30 uM), na auséncia e na presenca de incubagdes isoladas (30 e 100 pg/mL)
da FAE, adicionadas as cubas 20 minutos antes da realizacdo das CCR

cumulativas ao agonista o4-adrenérgico.

3.2.5.6. Influéncia da FAE de Cyathea phalerata no vasorrelaxamento
induzido pelo nitroprussiato de sddio (SNP)

A possivel capacidade sequestradora da FAE sobre as espécies
reativas de oxigénio (EROs), foi avaliada pela realizagdo de CCR cumulativas
ao SNP (0,01 nM — 300 nM), na auséncia de endotélio vascular. As
preparagdes foram submetidas a incubagdes isoladas (30 e 100 pug/mL) da

FAE, 20 minutos antes da realizacdo das CCR ao doador de NO. Como
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controle positivo, foi utilizada a SOD (100 U/mL), adicionada imediatamente

antes da realizagcdo das CCR cumulativas ao SNP.

3.3. Apresentacédo dos resultados e andlise estatistica

Os resultados dos ensaios de atividade antioxidante in vitro e in vivo
foram calculados conforme descrito anteriormente para cada analise e os
resultados expressos como média + EPM.

Os relaxamentos induzidos pelo EB, FAE e SNP foram apresentados
como porcentagem de relaxamento em relagdo a contragdo maxima induzida
pela fenilefrina. As contracdes induzidas pela fenilefrina foram apresentadas
em valores de tensao (gramas). Os valores de relaxamento e contragdes foram
apresentados como média + EPM.

As CI50 (concentragbes inibitérias que promovem 50% dos efeitos
maximos obtidos) e as CE50 (concentragdes efetivas que promovem 50% dos
efeitos maximos obtidos) foram apresentadas como médias geométricas,
acompanhadas de seus respectivos limites de confianga para 95% (Fleming et
al., 1972).

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através de analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey ou Dunnet. As diferengas
ponto a ponto entre os valores experimentais obtidos com diferentes grupos,
que apresentaram niveis de probabilidade iguais ou menores do que 5% (p <

0,05%) foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro de Cyathea phalerata

4.1.1. Determinacdo da atividade sequestradora do EB e das fracdes de
Cyathea phalerata sobre o radical DPPH

Na Figura 8 estdo representados os resultados da atividade
antioxidante do EB e das fragcdes de Cyathea phalerata, utilizando o radical
livre DPPH. Observa-se que a atividade antioxidante aumentou de maneira
dependente da concentracdo para o EB, FAQ, FBU e FAE, enquanto que o
PPT apresentou uma atividade significativa somente na ultima concentragao
testada. A FBU e a FAE apresentaram um efeito maximo de aproximadamente
86 e 88%, respectivamente. Entretanto, a FAE apresentou a menor CE50
(Tabela 3) e consequentemente um potencial antioxidante mais expressivo

frente ao radical DPPH.
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Figura 8: Atividade sequestradora do radical DPPH de EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de
Cyathea phalerata. Cada barra representa média percentual + EPM da atividade
antioxidante frente ao radical DPPH de 3 experimentos realizados em triplicata, em
concentragdes que variam de 1 a 100 pg/mL. A primeira coluna (C) representa o
controle da reacdo na auséncia do EB e das fragdes, considerado como auséncia de
atividade antioxidante. A rutina (RUT, 50 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. *
p<0,05; **p<0,01 representa a diferenga significativa em relagao ao grupo C (controle)
(ANOVA/Dunnet).

Tabela 3: Valores de CE50 e seus respectivos intervalos de confianga no ensaio da
capacidade sequestradora do radical DPPH do EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea
phalerata.

CE50 (IC 95%) pg/mL
EB 43,29 (35,99 — 52,06)
PPT n.d.!
FAQ n.d.!
FBU 25,66 (23,69 — 27,61)
FAE 7,19 (6,08 — 8,50)

T . .
nao determinado.
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4.1.2. Determinacédo da capacidade sequestradora do EB e das fracdes de

Cyathea phalerata sobre o radical anion Supero6xido (0,")

A capacidade sequestradora do EB e das fracbes de Cyathea phalerata
sobre o radical O, estd representada na Figura 9 e expressa como
porcentagem de reducdo do NBT. A FAE foi capaz de inibir a redu¢do do NBT
de maneira significativa nas concentragdes de 300 e 1000 ug/mL. O EB e as
demais fragdes testadas apresentaram inibicdo significativa apenas na
concentragdo de 1000 pg/mL. N&o foi possivel calcular os valores de CI50, e
seus respectivos intervalos de confianga, para este ensaio devido a baixa

atividade do EB e das fragdes testadas.
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Figura 9: Efeito do EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea phalerata na redugao do
NBT. Cada barra representa a média percentual + EPM de redugcdo do NBT de 3
determinacgdes realizadas em triplicata, em concentragdes que variam de 10 a 1000
pg/mL. A primeira coluna (C) representa o controle da reagdo na auséncia do EB e das
fragcdes, considerado como 100 % da redugao do NBT. A SOD (100 U/mL) foi utilizada
como controle positivo. **p<0,01 representa a diferenga significativa em relagao ao
grupo controle (C) (ANOVA/Dunnet).
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4.1.3. Inibicdo dos danos oxidativos a desoxirribose induzidos pelo

radical "OH, pelo EB e fracGes de Cyathea phalerata

Na Figura 10 estao representados os resultados da atividade do EB e
das fracbes de Cyathea phalerata sobre a degradacdo da desoxirribose,
induzida pelo radical “OH. E possivel observar que a inibicdo da degradacéo da
desoxirribose é dependente da concentragcdo de todas as fracbes e do EB. A
FAE apresentou um efeito acentuado ja na concentragdo mais baixa (0,1
pg/mL), reduzindo a degradagao da desoxirribose em cerca de 54%. A FBU
apresentou o maior efeito maximo (= 92%), mas como pode ser observado na

Tabela 4, a CI150 foi maior do que a apresentada pela FAE.
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Figura 10: Efeito do EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea phalerata na degradagao
da desoxirribose induzida pelo radical OH®. Cada barra representa a média percentual
+ EPM de 3 determinagdes realizadas em triplicata, em concentragcdes que variam de
0,1 a 100 yg/mL. A primeira coluna (C) representa o controle da reagao na auséncia
do EB e das fragbes, considerado como 100 % de degradacdo da desoxirribose. O
manitol (Man, 1 mM) foi utilizado como controle positivo. * p < 0,05; ™ p < 0,01
representa a diferenca significativa em relagao ao grupo controle (C) (ANOVA/Dunnet)
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Tabela 4: Valores de CI50 e seus respectivos intervalos de confianga no ensaio da
inibicdo da degradacao da desoxirribose do EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea
phalerata.

CI 50 (IC 95%) pg/mL
EB 4,91 (0,91 - 26,38)
PPT 4,25 (1,17 — 15,48)
FAQ 15,27 (7,31 — 31,92)
FBU 2,73 (1,01 — 7,52)
FAE <0,1

4.1.4. Avaliacdo da inibicdo da peroxidacdao lipidica pelo EB e fracdes de

Cyathea phalerata

A Figura 11 representa o efeito do EB e das fragdes de Cyathea
phalerata sobre a peroxidacgao lipidica induzida pelo tert-butilhidroperéxido, em
homogenato de figados de ratos. A FAE foi capaz de inibir a peroxidagao
lipidica de maneira significativa a partir da concentragdgo de 10 pg/mL,
apresentando um efeito maximo de aproximadamente 75% na maior
concentracdo testada. O valor médio calculado para CI50 obtida para a FAE
juntamente com seu respectivo intervalo de confianga foram de 16,75 (5,47 —
51,23) yg/mL. O EB, PPT, FAQ e FBU reduziram significativamente a
peroxidagao lipidica somente na maior concentragéo testada (100 pg/mL). Os
valores de CI50 e seus respectivos intervalos de confianga para o EB, PPT,
FAQ e FBU ndo foram calculados, pois o efeito inibitério destas sobre a

peroxidacgao lipidica foi menor do que 50%.
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Figura 11: Efeito do EB, PPT, FAQ, FBU e FAE de Cyathea phalerata sobre a
peroxidacgao lipidica. Cada barra representa a média percentual + EPM da peroxidagao
lipidica de 3 determinagdes realizadas em triplicata, em concentragdes que variam de
1 a 100 yg/mL. A primeira coluna (C) representa o controle da reagdo na auséncia do
EB e das fragbes, considerado como 100% de peroxidagéo lipidica. O BHT (1 mM) foi
utilizado como controle positivo. *p < 0,05; **p < 0,01 representa a diferenca
significativa em relagédo ao grupo controle (ANOVA/Dunnet).

4.2. Atividade antioxidante de Cyathea phalerata in vivo e indicadores de

estresse oxidativo

Avaliando-se os resultados obtidos nos ensaios de atividade
antioxidante in vitro, foi possivel observar um potencial antioxidante bastante
significativo da FAE em relacdo ao EB e as outras fracbes testadas. Assim,
selecionou-se esta fracdo de Cyathea phalerata para ser avaliada em modelos

de estresse oxidativo in vivo, a fim de confirmar sua atividade antioxidante.
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4.2.1. Avaliacdo do dano a membrana celular

4.2.1.1. Medida da peroxidacgado lipidica pelas substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacao lipidica enddgena foi avaliada pela detecgdo de seus
derivados lipoperoxidos em homogenato de figado de camundongos, através
da medida das substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS).
Neste ensaio, a FAE foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
TBARS nas doses administradas, apresentando uma maior protecdo nas doses
de 30 e 100 mg/kg, 44,19 e 42,02% respectivamente, em relagdo ao grupo CT.
Assim, o pré-tratamento com esta fragao foi capaz de proteger a peroxidagao
lipidica causada pelo agente estressor CCl, em figado de camundongos. Pode-
se observar ainda que houve diferenga significativa entre o controle normal e
os grupos tratados com a FAE. A rutina, um flavondéide com conhecida
atividade antioxidante, foi capaz de reduzir os niveis de TBARS em 63,7% em

relagdo ao grupo CT (Figura 12).
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Figura 12: indice de peroxidacdo lipidica (TBARS, nmol/g) em figados de
camundongos nao tratados (controle normal, CN), tratados com CCl,; (controle
tetracloreto, CT), pré-tratados com FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (controle
positivo, 6 mg/kg) durante 10 dias e posteriormente tratados com CCl,. Cada barra
representa média £ EPM da concentragcao de TBARS (nmol/g) das determinacdes de 6
a 8 animais por grupo. *p<0,05; ***p<0,001 representa a diferenga significativa em
relacdo ao CT; ## p<0,01; ### p<0,001 representa diferenca em relacdo ao CN
(ANOVA/Tukey).

4.2.1.2. Medida da concentracédo de hidroperoxidos lipidicos pelo método

de FOX (oxidacéo do ferro pelo xilenol laranja)

Na Figura 13 estdo representados os resultados da medida de
lipoperoxidacao determinados pelo método de FOX. Este ensaio foi utilizado
para realizar a medida da concentragdo de hidroperdxido lipidico gerado pela
indugao de estresse oxidativo com CCl4. Ao contrario dos dados obtidos com a
medida da concentragao total de lipoperdxidos (TBARS), a FAE nao foi capaz
de diminuir a formagao de hidroperdxidos. A rutina, entretanto, foi capaz de

diminuir os niveis de hidroperdxidos em 56,2%, com relagao ao grupo CT.
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Figura 13: Indice de hidroperéxido lipidico (FOX, CHPE/g) em figados de
camundongos ndo tratados (controle normal, CN), tratados com CCl,; (controle
tetracloreto, CT), pré-tratados com FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (controle
positivo, 6 mg/kg) durante 10 dias e posteriormente tratados com CCl,. Cada barra
representa a média + EPM da concentragcdo de hidroperéxidos (CHPE/g) das
determinagbes de 6 a 8 animais por grupo. ***p<0,001 representa a diferenca
significativa em relagdo ao grupo CT; ###p< 0,001 representa diferenca em relagdo ao
grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.2.2. Determinacao do dano ao DNA através do teste do COMETA

A Tabela 5 apresenta a porcentagem de cometas de cada classe (1 a
5) para cada grupo analisado. O grupo CN apresentou menor porcentagem de
dano ao DNA, com cometas principalmente de classes 1 (57,3 %) e 2 (35,8 %).
O CCl4 (CT) foi capaz de induzir dano ao DNA, predominando os cometas de
classe 2 (46,9%), 3 (22,0 %) e 4 (10,7 %). E possivel observar que o pré-
tratamento com a FAE, nas 3 doses utilizadas, foi capaz de diminuir o dano ao
DNA, apresentando predominantemente cometas de classes 1 e 2. Este
resultado € semelhante ao encontrado no grupo CN, indicando uma protecao

frente a inducao de dano ao DNA gerada pelo CCl,.
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Tabela 5: Porcentagem de distribuicdo dos cometas em diferentes classes analisados
no sangue total de camundongos nao tratados (controle normal, CN), tratados com
CCl, (controle tetracloreto, CT), pré-tratados com FAE (10, 30 e 100 mg/kg) ou com
rutina (controle positivo, 6mg/kg) e posteriormente tratados com CCl,

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
CN 57,3 % 35,8 % 5,3 % 1,7 % 0,0 %
CT 15,6 % 46,9 % 22,0 % 10,7 % 4,8 %
FAE 10 47,0 % 40,9 % 10,4 % 1,7 % 0,0 %
FAE 30 37,2 % 45,2 % 14,6 % 3,0 % 0,0 %
FAE 100 51,5 % 39,5 % 8,7 % 0,3 % 0,0 %
RUT 36,2 % 56,3 % 7,5 % 0,0 % 0,0 %

A quantificagdo do dano ao DNA foi feita através do indice de dano ao
DNA, que esta representado na Figura 14. O agente estressor (CCls) aumentou
significativamente o dano ao DNA em comparagéo ao controle normal. O pré-
tratamento com a FAE foi capaz de reduzir o dano oxidativo ao DNA nas 3
doses administradas, de forma semelhante a rutina. Nao ocorreu diferenga
significativa em relacdo ao CN, demonstrando uma importante atividade

protetora da FAE.
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Figura 14: Dano ao DNA em sangue total de camundongos nao tratados (controle
normal, CN), tratados com CCl, (controle tetracloreto, CT), pré-tratados com FAE (10,
30 ou 100 mg/kg) ou rutina (6 mg/kg) durante 10 dias e posteriormente tratados com
CCl, avaliado no teste do COMETA. Cada barra representa a média + EPM das
determinagbes de 6 a 8 animais por grupo. *** p<0,001 representa a diferenca
significativa em relagdo ao grupo CT; ### p< 0,001 representa diferenca em relacao
ao grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.2.3. Avaliagdo do dano oxidativo a proteinas

O tratamento dos animais com CCl; causou uma elevagdo na
carbonilagdo de proteinas (53,2 %). O pré-tratamento com a FAE,
principalmente das doses de 10 e 100 yg/mL (maior significancia, p<0,01),

diminuiu a carbonilagédo de proteinas, como pode ser observado na Figura 15.
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Figura 15: Concentragcdo de proteinas carboniladas (nmol/g) em figados de
camundongos nao tratados (controle normal, CN), tratados com CCl,; (controle
tetracloreto, CT), pré-tratados com FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (controle
positivo, 6 mg/kg) durante 10 dias e posteriormente tratados com CCl,. Cada barra
representa a média + EPM da concentragdo de proteina carbonilada (nmol/g) das
determinacgbes de 6 a 8 animais por grupo. * p<0,05; ** p< 0,01 representa a diferenca
significativa em relagado ao grupo CT; # p< 0,05 representa diferenga em relagdo ao
grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.2.4. Avaliacao da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

A Figura 16 apresenta as concentragdes de GSH nos figados dos
camundongos tratados ou ndo com a FAE ou rutina durante 10 dias. O agente
estressor CCls reduziu os niveis hepaticos de GSH em 54,1 %. O pré-
tratamento com FAE e rutina nao foi capaz de diminuir a deplecao de GSH

causada pelo CCly4, apresentando concentragdes semelhantes ao grupo CT.
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Figura 16: Concentracdo de GSH (mM) em figados de camungondos nao tratados
(controle normal, CN), tratados com CCl, (controle tetracloreto, CT), pré-tratados com
FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (controle positivo, 6 mg/kg) durante 10 dias e
posteriormente tratados com CCl,. Cada barra representa a média + EPM da
concentracao de GSH (mM) das determinacdes de 6 a 8 animais por grupo. ***
p<0,001 representa a diferenga significativa em relagcdo ao grupo CT; ### p< 0,001
representa diferenca em relagao ao grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.2.5. Atividade da enzima catalase (CAT)

Na Figura 17 é possivel observar que o tratamento com CCl,4 foi capaz
de reduzir significativamente a atividade da enzima CAT (em aproximadamente
31%), a qual foi prevenida pela administragdo da FAE nas doses de 10
(p<0,01) e 100 mg/kg (p<0,05). A rutina, entretanto, ndo alterou a atividade

enzimatica.
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Figura 17: Atividade de CAT (mmol.min"'g™") em figado de camungondos néo tratados
(controle normal, CN), tratados com CCl, (controle tetracloreto, CT), pré-tratados com
FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (6 mg/kg) durante 10 dias e posteriormente
tratados com CCl,. Cada barra representa a média + EPM da atividade de CAT
(mmol.min".g") das determinagées de 6 a 8 animais por grupo. * p<0,05; ** p<0,01
representa a diferenga significativa em relagdo ao grupo CT; # p< 0,05; ## p<0,01
representa diferenca significativa em relacdo ao grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.2.6. Atividade da enzima glutationa S-transferase (GST)

Os resultados da determinacdo da atividade da enzima GST estao
apresentados na Figura 18. O agente estressor diminuiu significativamente a
atividade enzimatica (82,77 %) em relagdo ao CN. E possivel observar uma
menor reducdo da atividade enzimatica nos animais que foram pré-tratados
com FAE, nas doses de 30 (58,4 %) e 100 mg/kg (52,56 %). O mesmo ocorreu
com os animais tratados com rutina, que também foi capaz de diminuir a

reducao da atividade de GST causada pelo CCls (54,9 %).
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Figura 18: Atividade de GST (mmol.min'g") em figados de camungondos nio
tratados (controle normal, CN), tratados com CCl, (controle tetracloreto, CT), pré-
tratados com FAE (10, 30 ou 100 mg/kg) ou rutina (controle positivo, 6 mg/kg) durante
10 dias e posteriormente tratados com CCl,. Cada barra representa a média + EPM da
atividade de GST (mmol.min".g™") das determinagées de 6 a 8 animais por grupo. **
p<0,01; *** p<0,001 representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo CT; ###
p<0,001 representa diferenca em relagéo ao grupo CN (ANOVA/Tukey).

4.3. Avaliacdo do efeito de Cyathea phalerata na reatividade vascular em

anéis de aorta isolada de ratos

4.3.1. Caracterizacdo do efeito vasorelaxante do EB e da FAE de Cyathea

phalerata

Para avaliar o efeito do EB e da FAE na reatividade vascular em anéis
de aorta toracica isolada de ratos, foram realizadas CCR cumulativas na
presengca de endotélio funcional (Figura 19). As CCR cumulativas
demonstraram um efeito vasodilatador mais pronunciado da FAE em
comparagao ao EB, apresentado relaxamento maximo de 59,56 + 2,66 % e

31,71 £ 2,97%, respectivamente (Tabela 6).
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Figura 19: Curvas concentracado resposta cumulativas ao EB e a FAE de Cyathea
phalerata (0,1 — 1000 pg/mL) em anéis de aorta toracica isolada de rato, contraidos

previamente com fenilefrina (1 yM). Cada ponto representa média + EPM de 7 — 8
experimentos.

Para avaliar a participagdo do endotélio vascular no relaxamento
induzido pela FAE, foram realizadas CCR cumulativas apds a remocao dessa
camada celular. E possivel observar na Figura 20 que o relaxamento induzido
pela FAE é reduzido significativamente na auséncia de endotélio, diminuindo o

relaxamento maximo para 7,71 £ 2,00 % (Tabela 6).



70

* Kk RRh g

O_
*k*% = +E
S —o—-E
S 254
[
()
£
2
< 50
e
75-

I T T
0,1 03 1 3 10 30 100 300 1000
FAE (ug/mL)

Figura 20: Curvas concentragao resposta cumulativas a FAE de Cyathea phalerata
(0,1 — 1000 ug/mL) em anéis de aorta toracica isolada de rato, contraidos previamente
com fenilefrina (1 yM), na presencga (+E) e auséncia de endotélio funcional (-E). Cada
ponto representa média £+ EPM de 7 — 9 experimentos. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
representa a diferenca significativa em relagéo ao grupo +E (ANOVA/Tukey).

Tabela 6: Valores de CI50 e de Relaxamento Maximo induzido pelo EB e pela FAE de
Cyathea phalerata, na presenga (+E) ou na auséncia (-E) de endotélio, em
preparacoes isoladas de aorta toracica de rato.

CI50 (IC 95%) pg/mL Relaxamento Maximo (%)
EB n.d.’ 31,71+ 2,97
FAE (+E) 74,78 (28,01 — 199,62) 59,67 + 2,66
FAE (-E) nd.’ 7,71 £ 2,00

T __ )
nao determinado

4.3.2. Verificacdo da influéncia da FAE de Cyathea phalerata na via do
NO/GMPc

De acordo com os resultados anteriores, a FAE de Cyathea phalerata
possui um efeito vasodilatador dependente da camada endotelial. Assim, para
avaliar o envolvimento da via NO/GMPc nesse efeito, foram realizadas CCR

cumulativas a FAE na presenca de diferentes drogas que atuam nessa via.
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Na Figura 21 é possivel observar que na presengca de L-NOARG
(inibidor da enzima NO sintase) ocorreu um deslocamento da CCR cumulativa
a FAE para a direita e uma redugao do relaxamento maximo (Tabela 7).

Para investigar a reversdo do efeito promovido pela L-NOARG, foram
realizadas CCR cumulativas a FAE, na presenca de um excesso de L-arginina,
substrato endégeno da enzima NO sintase. Pode ser observado na Figura 21,
que a adicdo de L-arginina reverteu o efeito inibitério da L-NOARG sobre a
resposta vasodilatadora induzida pela fracdo. Os valores de relaxamento
maximo e de CI50, com seu respectivo intervalo de confiangca 95%, se
aproximaram dos valores do grupo controle (FAE) (Tabela 7).

Na Figura 21 pode ser observado também o efeito do ODQ (inibidor da
enzima guanilato ciclase) no efeito vasorrelaxante da FAE em anéis de aorta
toracica de ratos. De maneira semelhante a L-NOARG, a pré-incubagdo com
ODQ também foi capaz de deslocar a CCR para a direita e reduzir o

relaxamento maximo, como pode ser observado na Tabela 7.
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Figura 21: Curvas concentragado resposta cumulativas a FAE de Cyathea phalerata
(0,1 — 1000 ug/mL) em anéis de aorta toracica isolada de rato, contraidos previamente
com fenilefrina (1 yM), na auséncia e na presenca de L-NOARG (10 uM), L-arginina
(10 mM) + L-NOARG (10 pM) e ODQ (1 uM). Cada ponto representa a média + EPM
de 7 — 9 experimentos. **p<0,01; ***p<0,001 representa a diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (FAE) (ANOVA/Tukey).

Tabela 7: Efeito de diferentes drogas que atuam na via NO/GMPc sobre a CI50 e
Relaxamento Maximo, na concentracao de 1000 ug/mL, induzido pela FAE de Cyathea
phalerata em aorta toracica isolada de rato.

Droga

CI50 (IC 95%) pg/mL

Relaxamento (%)

(1000 pg/mL)

Controle (FAE)
L-NOARG
L-ARG + L-NOARG
OoDQ

7478 (28,01 — 199,62)
nd.’

74,35 (45,57 — 121,33)
nd.’

59,67 + 2,66
26,25 + 3,06
51,50 + 5,43
29,33 £ 4,26

T __ )
ndo determinado.
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4.3.3. Verificacdo da participacdo da prostaciclina no efeito vasodilatador
da FAE de Cyathea phalerata

Com o objetivo de avaliar a participagdo de prostaciclinas na resposta
vasodilatadora induzida pela FAE foram realizados experimentos na presenca
de indometacina, um inibidor n&o seletivo da enzima ciclooxigenase. E possivel
observar na Figura 22 que a presenga de indometacina deslocou a CCR
cumulativa a FAE para a direita, aumentando o valor da C150, mas n&o reduziu

o relaxamento maximo (Tabela 8).
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Figura 22: Curvas concentragdo resposta cumulativas a FAE de Cyathea phalerata
(0,1 — 1000 ug/mL) em anéis de aorta toracica isolada de rato, contraidos previamente
com fenilefrina (1 uM), na auséncia e na presenca de indometacina (1 uM). Cada
ponto representa a média £+ EPM de 7 — 9 experimentos. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 representa a diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (FAE)
(ANOVA/Tukey).
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Tabela 8: Efeito da indometacina sobre a CI50 e o Relaxamento Maximo induzido pela
FAE de Cyathea phalerata em aorta toracica isolada de rato.

Droga CI50 (IC 95%) pug/mL Relaxamento Maximo (%)
Controle (FAE) 74,78 (28,01 — 199,62) 59,67 + 2,66
Indometacina 104,39 (97,96 — 111,25) 58,00 + 2,22

4.3.4. Verificacdo da influéncia da FAE de Cyathea phalerata na

contracédo induzida pela fenilefrina

O efeito de incubacdes com diferentes concentracdes da FAE sobre a
contracao induzida pela fenilefrina foi verificado. As concentragdes de 30 e 100
pMg/mL foram escolhidas partindo-se dos valores de CI50 obtidos nas CCR
cumulativas ao efeito vasodilatador da FAE. E possivel verificar na Figura 23,
que a presenca da FAE nao foi capaz de alterar a contracdo induzida pela
fenilefrina. Na Tabela 9, estdo apresentados os valores de efeito maximo e de
CE50, com os seus respectivos intervalos de confiangca 95%, das CCR a

fenilefrina na presenca e na auséncia de FAE.
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Figura 23: Curvas concentragao resposta cumulativas a fenilefrina (1 nM — 3 uM) em
anéis de aorta toracica isolada de rato na auséncia e na presencga de incubacgdes
isoladas da FAE de Cyathea phalerata (30 e 100 pg/mL). Cada ponto representa a
média + EPM de 6 — 12 experimentos. **p<0,01; representa a diferenca significativa

em relagdo ao grupo controle (ANOVA/Tukey).

Tabela 9: Efeito de incubacdes isoladas de FAE de Cyathea phalerata sobre a CE50 e
o efeito maximo induzido pela fenilefrina em preparagdes isoladas de aorta toracica de

rato.
CE50 (IC 95%) nM Efeito méaximo (g)
Controle 41,61 (4,10 — 422,31) 1,20 £ 0,11
30 ug/mL 71,02 (7,62 — 661,76) 1,26 + 0,16
1,19+ 0,10

100 pg/mL 58,15 (4,22 — 800,98)
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4.3.5. Influéncia da FAE de Cyathea phalerata no vasorrelaxamento
induzido pelo nitroprussiato de sédio (SNP)

O efeito de diferentes incubag¢des da FAE de Cyathea phalerata sobre
o relaxamento induzido pelo SNP (doador de NO em solugdo aquosa) foi
avaliado em anéis de aorta desprovidos de endotélio.

A Figura 24 apresenta as CCR cumulativas ao SNP na presenga ou
auséncia de FAE. O pré-tratamento com a FAE nao alterou a CCR cumulativa
ao SNP nas concentracdes utilizadas. Na Tabela 10 estdo apresentados os
valores de CI50, e seus respectivos intervalos de confianca 95%, e o

relaxamento maximo das CCR ao SNP na presenca e auséncia de FAE.
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Figura 24: Curvas concentragao resposta cumulativas ao SNP (0,01 nM — 300 nM) em
anéis de aorta toracica isolada de rato, previamente contraidos com fenilefrina, na
auséncia e na presencga de incubacgbes isoladas da FAE de Cyathea phalerata (30 e
100 pg/mL). Cada ponto representa a média + EPM de 7 — 8 experimentos.
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As CCR cumulativas ao SNP, na auséncia e na presenga de SOD
(100 U/mL), estdo representadas na Figura 25. Ocorreu um deslocamento
significativo das CCR ao SNP para a esquerda (Tabela 10) na presenca de

SOD, confirmando a capacidade seqliestradora de radicais O," desta enzima.

—&— Controle

—&— SOD 100 U/mL

Relaxamento (%)
ol
<

754
100+
125-
[ T T T T
11 10 9 8 7
SNP - log [M]

Figura 25: Curvas concentragéo resposta cumulativas ao SNP (0,01 nM — 300 nM) em
anéis de aorta toracica isolada de rato, previamente contraidos com fenilefrina (1 uM),
na auséncia e na presencga de superéxido dismutase (SOD, 100 U/mL). Cada ponto
representa a média £+ EPM de 4 — 8 experimentos.**p<0,01; ***p<0,001 representa a
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (ANOVA/Tukey).

Tabela 10: Efeito de incubacgdes isoladas de FAE de Cyathea phalerata ou de SOD

sobre a CI50 e o Relaxamento Maximo induzido pelo SNP em preparagoes isoladas
de aorta toracica de rato.

Incubacodes CI50 (IC 95%) nM Relaxamento méaximo (%)
Controle 4,05 (1,40 — 11,69) 112,62 + 5,00

30 pg/mL 2,21 (0,70 - 6,99) 103,43 £ 1,23

100 pg/mL 2,69 (9,76 — 0,74 107,82 + 3,82

SOD 100 U/mL 0,09 (0,05 -0,16) 108,50 + 4,42
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5. DISCUSSAO

Segundo a medicina popular, a Cyathea phalerata, conhecida
popularmente como xaxim, € utilizada no combate a varizes, tratamento de
afeccdes renais, amareldo, reumatismo e o cha das folhas € usado para tosse
e gripes (Verdi, 2005). Entretanto, pouco é descrito na literatura cientifica sobre
suas atividades biologicas e sua caracterizagao quimica.

A partir do caule fresco de Cyathea phalerata, foi obtido o extrato bruto
(EB), que por sua vez foi separado em quatro fragdes: precipitado (PPT),
fracdo soluvel em acetato de etila (FAE), fragdo soluvel em n-butanol (FBU) e
fracdo aquosa (FAQ). Na FAE foi encontrado o composto kanferol 3-O-a-L-
rhamnopiranosil (1—2)-B-D-glicopiranosideo, isolado pela primeira vez na
familia Cyatheacae e com alto rendimento (51,25 %), além de outros
compostos minoritarios como acido 4-O-p-D-glicopiranosilcafeico, acido 4-O-f3-
D-glicopiranosil-p-cumarico, sitosterol-B-D-glicoside, 3,4-dihidroxibenzoato de
1'-glicosila, B-sitosterol, kanferol e etilgalactoside.

Tem sido descrito na literatura que compostos como o kanferol, acido
caféico, acido cumarico e B-sitosterol apresentam uma pronunciada atividade
antioxidante (Kikuzaki et al., 2002; Russo et al., 2002; Butkovic et al., 2004,
Park et al., 2006), além de vasodilatadora (Pérez-Vizcaino et al., 2002; Ajay et
al.,, 2003; Chen et al.,, 2004), antiinflamatéria (Goel et al., 1988), anti-
ulcerogénica (Goel et al., 1988), antiviral (Jiang et al., 2005) e antitumoral (Liao
et al., 2003; Ovesna et al., 2004), entre outras.

Flavondides glicosilados derivados de espécies vegetais, semelhantes

aos encontrados na Cyathea phalerata também apresentam importantes
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atividades biolégicas, tais como antioxidante (Braca et al., 2003, De Souza et
al., 2004; Yao et al., 2006), hipoglicemiante (De Souza et al., 2004; Kim et al.,
2004), anti-hemolitica (Dai et al., 2006), anti-apoptética (Ruiz et al., 2006) e
vasodilatadora (Ho et al., 2002; Gao et al., 2004).

O estudo do potencial antioxidante de Cyathea phalerata foi baseado
em sua composi¢cdo quimica, juntamente com dados da literatura sobre as
atividades biolégicas de compostos semelhantes aos encontrados nesta planta.

O interesse no uso de antioxidantes para o tratamento e prevencao de
doengas tem crescido nas duas ultimas décadas (Halliwell, 2000; Halliwell et
al., 2005). Muitos estudos tém sugerido que os flavondides exibem atividades
bioldgicas, incluindo antialérgica, antiviral, antiinflamatoria e vasodilatadora.
Entretanto, o maior interesse tem sido atribuido a sua atividade antioxidante, a
qual se deve a sua capacidade de transferir elétrons de radicais livres, quelar
metais e ativar enzimas antioxidantes (Pietta, 2000; Butkovic et al., 2004).

Dados da literatura evidenciam que os radicais livres e outras espécies
reativas estdo envolvidos nas mais diferentes patologias humanas. O estresse
oxidativo associado as doencas pode ser resultado de uma diminuicao das
defesas antioxidantes ou uma producdo acentuada de EROs e ERNs. A
deplecao dos antioxidantes da dieta e outros constituintes também podem levar
ao estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 1999). Devido a eficiéncia
incompleta de nossos sistemas de defesa enddgenos e a existéncia de
algumas situagdes fisiopatoléogicas e ambientais (fumo, poluentes do ar,
radiagcédo ultravioleta, dieta rica em acidos graxos poliinsaturados, inflamacao,
isquemia/reperfusdo, etc.) em que radicais livres de oxigénio sdo produzidos

em excesso e em tempo e local errado, antioxidantes da dieta sdo necessarios
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para diminuir os efeitos cumulativos do dano oxidativo ao longo da vida (Pietta,
2000).

Os métodos utilizados para determinar a atividade de antioxidantes
bioldégicos tém envolvido desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a
ensaios mais complexos para a medida da capacidade antioxidante total em
fluidos e amostras bioldgicas. Os ensaios antioxidantes podem ser divididos em
dois grupos: ensaios utilizados para avaliar a peroxidagao lipidica, no qual o
substrato lipidico ou lipoprotéico é utilizado sob condigdes padronizadas e o
grau de inibicdo da oxidagdo é medido; e os ensaios utilizados para medir a
capacidade sequestradora de radicais livres (Sanchez-Moreno, 2002).

O ensaio de capacidade sequestradora do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picril hidrazina) € considerado um ensaio facil e apurado para avaliar a
atividade antioxidante de sucos de frutas e vegetais ou extratos. Uma das
vantagens € que o radical DPPH é estavel e ndo é gerado como em outros
ensaios de atividade antioxidante (Sanchez-Moreno, 2002; Huang et al., 2005).
Varias pesquisas tém demonstrado a capacidade de extratos e fragdes obtidas
a partir de diferentes plantas com capacidade de sequestrar o radical estavel
DPPH (Cho et al., 2003; Erdemoglu et al., 2006; Lee e Yen, 2006). Além disso,
flavondides isolados como kanferol, quercetina, luteolina, catequina e rutina
também apresentaram uma importante atividade neste ensaio (Butkovic et al.,
2004; Yu et al., 2005; Kim et al.,, 2006). De acordo com os resultados
apresentados a FAE de Cyathea phalerata apresentou uma maior capacidade
de captacdo do radical DPPH (CE50 = 7,19 yg/mL) em relagdo ao EB e as
outras fragdes avaliadas. A FBU e o EB também foram efetivos neste ensaio,

embora com resultados menos expressivos.
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A atividade antioxidante apresentada pela Cyathea phalerata neste
ensaio, pode ser devido a sua capacidade de transferir um atomo de hidrogénio
para o radical. Dados da literatura indicam que compostos fendlicos possuem
essa capacidade, transferindo um atomo de hidrogénio para o radical DPPH
(Goupy et al., 2003).

Apods a verificacdo da atividade sequestradora deste radical, passou-se
a estudar o EB e as fragdes de Cyathea phalerata em relagédo a espécies
reativas bioldgicas, visto que o DPPH é um radical sintético e ndo esta
presente em organismos Vivos.

Um importante ensaio para determinagao da atividade antioxidante de
uma dada substancia € o da medida da capacidade sequestradora do radical
0O,". Neste modelo, a capacidade seqliestradora do EB e das fragdes foi
avaliada através da geracdo de radicais O," sem interferéncia enzimatica.
Assim, foi possivel verificar uma discreta atividade antioxidante do EB e das
fragdes, sendo que apenas a FAE inibiu significativamente a redugcédo do NBT ja
na concentracdo de 300 pg/mL. Dados da literatura indicam que compostos
fendlicos sdo capazes de sequestrar radicais O," (Tsujimoto et al., 1993).
Hanasaki e colaboradores (1994) verificaram que flavondides como a
epicatequina, miricetina, rutina, catequina, epigalocatequina, quercetina,
galangina e morina apresentam uma importante capacidade sequestradora de
deste radical.

O principal interesse em descobrir substancias capazes de inativar o
0.,"é que este radical gera outras espécies reativas com elevada
citotoxicidade. A dismutagdo do O," gera H,O,, pouco reativo em niveis

fisiolégicos, mas que pode atravessar a membrana celular e isso € um fato
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importante, pois o ambiente extracelular possui poucos mecanismos de defesa
antioxidante (Southorn, 1988). Uma das mais reativas e citotdxicas espécies
formada é o peroxinitrito, produzido pela rapida reagao do O, com NO, que em
condigoes fisioldgicas se decompde a dioxido de nitrogénio (NO;"), e o radical
*OH. O radical *OH também pode ser formado pela reacdo do O," com o H,0,
(Halliwell e Gutteridge, 1999). O radical *OH é uma das espécies mais reativas
encontrada em meios biolégicos, reagindo no proprio sitio ativo onde foi
gerado, sendo responsavel por grande parte dos danos celulares, causando
danos ao DNA, proteinas e lipideos (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A capacidade sequestradora de radicais *OH de Cyathea phalerata foi
avaliada através do ensaio de degradagao da desoxirribose, onde o radical é
produzido pela reacdo de H;O, com o ferro e oxida a desoxirribose.
Biologicamente, o radical *OH é amplamente gerado quando o H,O, reage com
Ferro (Il) (Reagdo de Fenton). Como nos experimentos anteriores, a FAE
apresentou novamente uma atividade pronunciada, sendo capaz de inibir a
degradacdo da desoxirribose. O EB e o restante das fragbes estudadas
também apresentaram uma importante atividade neste ensaio.

O potencial seqliestrador de radicais *OH apresentado pela FAE pode
ser de grande importancia devido a alta reatividade e toxicidade deste radical.
Estes resultados alinham-se a dados da literatura que indicam que diversos
flavondides apresentam atividade sequestradora deste radical (Hu e Kitts,
2003; Zou et al., 2004; Joubert et al., 2005; Varga et al., 2006). Substancias
capazes de sequestrar radicais *OH podem ser importantes na prevengao dos

danos oxidativos gerados por este radical, em diversas doengas que envolvem
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0 estresse  oxidativo, como  aterosclerose, diabetes, doencas
neurodegenerativas, entre outras.

A protegao a peroxidagao lipidica foi testada usando homogenato de
figado de ratos como substrato-alvo. A FAE de Cyathea phalerata apresentou
um forte efeito protetor da peroxidagao lipidica (CI50 = 16,75 ug/mL), quando
comparada ao EB e as outras fracbes avaliadas. A capacidade sequestradora
dos radicais O," e principalmente do "OH pode ser responsavel pelos efeitos
de diminuicdo dos danos aos lipideos de membrana. Os resultados obtidos vao
ao encontro de dados da literatura, onde se observou o efeito protetor de
compostos fendlicos, especialmente flavondides, sobre a peroxidacao lipidica
(Ng et al., 2000; Nardi, et al., 2003).

Acidos graxos poliinsaturados isolados e incorporados & lipideos sdo
facilmente atacados por radicais livres, sendo oxidados a peroxidos lipidicos.
Estes peroxidos lipidicos sdo toxicos e capazes de danificar muitas células
(Halliwell e Chirico, 1993). A peroxidacao lipidica pode contribuir para perda
das funcgbes celulares alterando a fluidez lipidica, a permeabilidade da
membrana, inativando enzimas associadas a membrana, alterando o transporte
de ions, liberando o conteudo intracelular e gerando metabdlitos citotoxicos de
hidroperdxidos lipidicos (Rice Evans, 1995; Stark, 2005).

A peroxidagcdo lipidica desempenha um importante papel na
patogénese da aterosclerose. A oxidagao da LDL envolve a peroxidacao de
acidos graxos e modificagdo covalente da apolipoproteina B-100 por produtos
da peroxidacao lipidica (Steinberg, 1997). Substancias capazes de impedir a
peroxidagao lipidica podem apresentar um importante papel na prevengao

desta doenca.
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A analise do potencial antioxidante in vitro revelou uma atividade maior
da FAE em relagdo ao EB e as outras fragcdes avaliadas. A maior atividade
desta fragdo pode ser justificada pela elevada concentragdo de compostos
fendlicos, principalmente flavondides, conhecidos por sua eficiente atividade
antioxidante. O composto 3-0O-a-L-rhamnopiranosil (1->2)-p-D-
glicopiranosideo, majoritario nesta fragdo, pode ser um dos principais
responsaveis por esta atividade. A FBU apresentou uma atividade também
importante nestes modelos, embora menor que a FAE, que também pode ser
atribuida ao composto kanferol 3-O-a-L-rhamnopiranosil (1—2)--D-
glicopiranosideo, pois o mesmo esta presente em menor quantidade nesta
fracao.

Flavondides glicosilados obtidos a partir de diferentes espécies
vegetais (Aconitum sp., Polygonum sp., Viscum coloratum; Brassica juncea,
Gentiana arinanensis) também possuem atividade em ensaios de atividade
antioxidante in vitro (Ko et al., 1998; Calis et al., 1999; Choi et al., 2002; Yao et
al., 2006). Braca e colaboradores (2003), por exemplo, demonstraram a
atividade antioxidante de 13 flavonol glicosideos, isolados de espécies de
Aconitum sp.

A partir desses resultados in vitro, foi escolhida a FAE para dar
continuidade ao estudo em modelos de estresse oxidativo in vivo, no qual foi
utilizado o tetracloreto de carbono (CCls) como agente estressor. O CCls € um
solvente organico, altamente tdxico, e tem sido empregado como uma
importante ferramenta para o estudo do estresse oxidativo experimental devido
a sua rapida metabolizagdo no figado ao radical triclorometil (CCls*) e

subsequente iniciacdo da peroxidacao lipidica (Kadiiska et al., 2005). Ao reagir
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com O,, o CCI;*, forma o radical CCI;0,°, que pode ser também iniciador da
peroxidacao lipidica, abstraindo atomos de hidrogénio dos lipideos. O estresse
oxidativo induzido pelo CCl4 no figado pode levar a uma elevagao nos niveis de
Ca*? intracelular, deplegdo de GSH e liberagdo de ferro (Halliwell e Gutteridge,
1999). Aléem da sua atividade hepatotoxica, causa geragao de radicais livres em
outros tecidos tais como rins, coracdo, pulmdes, testiculos, cérebro, e no
sangue (Galelli et al., 1997; Tirkey et al., 2005).

Vinte e quatro horas apds a administracao intraperitoneal de CCl; em
camundongos, foi possivel observar uma inducdo da peroxidagao lipidica,
avaliada pela detecc¢ao de derivados lipoperdxidos, através de substancias que
reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS). A FAE de Cyathea phalerata nas
doses de 30 e 100 mg/kg foi capaz de reduzir a peroxidagao lipidica,
concordando com os dados para a avaliagao da peroxidagao lipidica in vitro,
onde a FAE também apresentou um efeito inibitério sobre a peroxidacao
lipidica. A rutina, um flavondide com conhecida atividade antioxidante também
apresentou atividade protetora neste ensaio, confirmando dados existentes na
literatura (Ng et al., 2000).

Ng e colaboradores (2000) demonstraram que os flavonodides rutina,
baicalina e luteolina tiveram efeito inibitério sobre a peroxidagao lipidica
utilizando homogenatos de cérebro e rins, através da medida de TBARS. O
flavondide glicosilado, hisperidina, abundantemente encontrado na laranja e no
limao, & capaz de diminuir os niveis de peroxidagao lipidica no figado e rins de
ratos expostos ao CCl, (Tirkey et al, 2005).

Os radicais livres atacam a membrana e convertem acidos graxos

poliinsaturados em hidroperdxidos lipidicos. A medida de hidroperdxidos
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organicos em organismos vivos submetidos a estresse oxidativo tém sido
amplamente empregada como indicagdo de um dano antecipado causado por
radicais livres e outras EROs (Gay e Gebicki, 2003).

No ensaio com xilenol laranja, é feita uma medida direta de
hidroperdxidos (LOOH), ao contrario do TBARS que mede os produtos de
decomposicdo do LOOH (Hermes-Lima et al., 1995). Curiosamente, a FAE nao
foi capaz de proteger contra a formagéao de hidroperdxidos, enquanto que a
rutina apresentou atividade protetora neste ensaio. A neutralizagdo do LOO’
pela FAE pode ter ocorrido apds a formacao dos hidroperoxidos, em uma etapa
posterior do processo de peroxidagao lipidica.

O ensaio do cometa foi utilizado para avaliar a presenga de dano ao
DNA. Este ensaio tem se mostrado util e rapido para a avaliagao deste tipo de
dano e pode ser utilizado para examinar efeitos de antioxidantes e outros
agentes (Anderson et al., 1994). O,*, NO ou H,0,, em niveis fisiolégicos, ndo
parecem reagir com nenhuma base de DNA ou RNA ou os agucares ribose ou
desoxirribose em taxas significativas. Em contraste, como pode ser esperado
pela alta reatividade do radical *OH, a exposi¢do do DNA ao *OH gera muitos
produtos, pois este ataca agucares, purinas e pirimidinas. O O, singlete é mais
seletivo, mas também gera dano ao DNA. Radicais livres de nitrogénio também
podem produzir nitracdo, nitrosacdo e desaminacdo das bases de DNA
(Halliwell e Gutteridge, 1999; Evans et al., 2004).

Danos continuos ao DNA, se nao forem eficientemente reparados,
podem estar envolvidos no desenvolvimento de céncer (Pool-Zobel, et al.,
1997; Valko et al., 2004), assim a ingestdo de compostos com atividade

antioxidante na dieta pode prevenir tal patologia (Halliwell, 1996).
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De acordo com os resultados, foi possivel observar que a
administragcao de CCl, foi capaz de induzir um dano consideravel ao DNA.
Dados da literatura demonstram que o CCl, induz uma fragmentagéo apés 24
horas de sua administracdo (Nath et al., 1990). As 3 doses de FAE
administradas foram capazes de diminuir o ataque oxidativo dos radicais livres
ao DNA, reduzindo o indice de dano com predominio dos cometas de classe 1
e 2, de forma semelhante a rutina. A protecdo ao DNA gerada pela FAE de
Cyathea phalerata pode ter sido decorrente da capacidade de sequestrar
radicais *OH, diminuindo conseqlientemente seu ataque as moléculas de DNA,
e a protecdo da membrana lipidica, reforcando os dados apresentados
anteriormente.

Anderson e colaboradores (1994) demonstraram que os antioxidantes
vitamina C, vitamina E e silimarina reduziram o dano ao DNA em linfécitos
humanos, avaliado pelo ensaio do cometa. De maneira semelhante aos
resultados obtidos com Cyathea phalerata, o extrato de Trianthema
portulacastrum L., uma erva indiana, foi capaz de proteger a quebra de cadeia
de DNA em figado de camundongos pré-tratados com CCl; (Sarkar et al.,
1999).

A geracao de grupos carbonila nas proteinas causa perda da funcao
catalitica e estrutural, causando efeitos deletérios nas células e funcdo dos
orgaos (Levine, 2002). O conteudo de proteina carbonilada é atualmente um
indicador comumente utilizado como um marcador de oxidagao protéica, e o
acumulo destas tém sido observado em varias doencas incluindo doenga de
Alzheimer, diabetes e artrite. O método espectrofotométrico do DNPH é muito

utilizado para quantificar o conteudo carbonilico em misturas de proteinas, tais
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como plasma, homogenatos de tecidos, extratos celulares ou isolados de
proteinas (Dalle-Donne et al., 2003b; Stadtman e Levine, 2003).

Os radicais CCl3" e CCI30,°, produzidos pela biotransformacéo do CCly,
em um meio rico em proteinas, podem abstrair um atomo de hidrogénio,
gerando radicais livres em proteinas. A adigcdo de oxigénio a estes radicais
pode promover a oxidagao protéica de maneira similar a agentes como metais
e radiacao (Galelli et al., 1997). De acordo com os resultados, o CCly4 foi capaz
de aumentar a carbonilagdo as proteinas em cerca de 113,7 % no figado de
camundongos. A FAE promoveu uma protegcdo ao dano oxidativo gerado,
principalmente das doses 10 e 100 mg/kg. Estes resultados demonstram um
efeito protetor contra o ataque oxidativo, gerado pelo CCl4 a proteinas, evitando
a carbonilacdo e também reforcando os dados anteriores em relagdo a
peroxidagao lipidica e dano ao DNA.

Em relacdo as defesas antioxidantes, o CCl,; depletou os niveis de
GSH total hepatica em 54,1% nos animais expostos. O tratamento com a FAE
ou rutina nao foi capaz de reduzir essa deplegao, apresentado niveis de GSH
semelhantes aos do controle tetracloreto. A GSH é utilizada como substrato da
GPx, mas pode atuar na neutralizagao direta de EROs, tranferindo um atomo
de hidrogénio do seu grupo SH para o radical livre (Chaudiére e Ferrari-lliou,
1999). A GSH pode reagir diretamente com O,", H,O,, radicais peroxil e
ONOO" (Halliwell, 1996).

Talvez a FAE poderia estar atuando de forma semelhante a GSH na
neutralizagdo direta de EROs doando um atomo de hidrogénio para o radical
livre, pois conseguiu reverter os danos oxidativos as macromoléculas (lipideos,

DNA e proteinas), mesmo em concentracdes baixas de GSH.
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No caso das enzimas de defesa, & possivel observar uma reducao
significativa das atividades de GST e CAT apds a exposicdo dos animais ao
CCl4. O aumento na concentracao de radicais livres resultante de condi¢des de
estresse oxidativo causa perda da atividade enzimatica (Escobar et al., 1996).
Szymonik-Lesiuk e colaboradores (2003) encontraram uma redugdo da
atividade da CAT em rim de ratos 24 horas ap6s a exposi¢ao destes ao CCly.
Experimentos demonstraram que a expressao génica da enzima CAT, em
figados de ratos, foi diminuida 24 horas apdés a administragcdo de CCl4
(Fountoulakis et al., 2002).

De maneira interessante, a FAE preservou a atividade de CAT de
maneira mais significativa na dose de 10 mg/kg, néo alterando a atividade na
dose de 30 mg/kg e de maneira menos significativa na dose de 100 mg/kg. A
rutina usada como controle nesse experimento nao foi capaz de aumentar a
atividade desta enzima. Ha e Lee (2003) demonstraram que o antioxidante
sulfato de condroitina também foi capaz de aumentar a atividade da enzima
CAT no figado de ratos que receberam CCly.

A GST e a GSH apresentam um importante papel na detoxificagcao de
muitos xenobidticos, pois a GST é a enzima responsavel por catalisar a reacao
da GSH com o metabdlito reativo (Sheweita et al., 2001). A atividade de GST
foi diminuida nos animais que receberam o CCl4 e o pré-tratamento com a FAE
nas doses de 30 e 100 mg/kg foi capaz de aumentar essa atividade, de forma
semelhante a rutina.

Uma fragcao biflavondide de um extrato de sementes de Garcinia kola
foi capaz de aumentar a atividade de GST em figado de ratos expostos ao CCl4

(Farombi et al., 2000), de maneira semelhante aos resultados encontrados para
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a FAE de Cyathea phalerata. Uma erva medicinal, Crassocephalum
crepidioides, das ilhas Okinawa, que contém na sua composi¢do quimica o
kanferol-3-galactoside e outros flavondides, também é capaz de aumentar a
atividade de GST no figado de ratos expostos ao CCl4 (Aniya et al., 2005).

De acordo com os resultados de atividade antioxidante in vitro foi
possivel verificar que a FAE de Cyathea phalerata foi capaz de sequestrar
radicais *OH. Além disso, foi demonstrado que esta fracdo também é capaz de
reduzir o dano oxidativo a proteinas hepaticas. Sendo assim, a capacidade de
preservar a atividade enzimatica de CAT e GST desta fragdo poderia estar
relacionada a essa atividade sequestradora, reduzindo desta maneira o dano
oxidativo causado por este radical as enzimas, levando a preservagao de sua
atividade. Escobar e colaboradores (1996) demonstraram que a perda da
atividade enzimatica em uma situagao de estresse oxidativo esta relacionada
ao aumento das interagdes entre as proteinas e os radicais reativos.

De maneira geral, a FAE de Cyathea phalerata apresentou uma
importante atividade de protecao tecidual contra o ataque oxidativo gerado pelo
CCly, comprovado pelos ensaios de peroxidacdo lipidica, dano ao DNA,
oxidagao protéica e elevacao das atividades enzimaticas de CAT e GST, porém
o efeito observado nao foi dependente da dose utilizada.

No sistema cardiovascular, os radicais livres de oxigénio, em niveis
fisioloégicos, apresentam um papel essencial na manutengdo da integridade
vascular e cardiaca, ja em concentragdes elevadas possuem um papel
patofisioldgico na disfuncdo cardiovascular associada a condi¢gdes tais como
hipertensdo, diabetes, aterosclerose, injuria por isquemia/reperfusdo e

insuficiéncia cardiaca congestiva (Touyz e Schiffrin, 2004). A relagao entre o
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aumento do estresse oxidativo na vasculatura e o prejuizo da fungéo
vasodilatadora é clara e muitos pesquisadores consideram a possibilidade de
que o aumento das defesas antioxidantes podem ter um efeito benéfico,
principalmente na aterosclerose (Tomasian et al., 2000).

Estudos epidemioldgicos sugerem a existéncia de uma correlagéo
negativa entre o consumo de alimentos ou bebidas ricos em polifendis e a
incidéncia de doencgas cardiovasculares e infarto (Stoclet et al., 2004). Este fato
pode estar relacionado a atividade antioxidante destes compostos, visto que o
tratamento utilizando estas substancias melhora a fungao e estrutura vascular,
prevenindo o dano ao 6rgao-alvo, e reduzindo a pressao arterial (Moline et al.,
2000; Touyz e Schiffrin, 2004).

Visto que a FAE apresentou uma atividade antioxidante importante nos
modelos utilizados (in vitro e in vivo) e que o estresse oxidativo esta envolvido
em diferentes patologias, dentre elas doengas cardiovasculares, continuou-se o
estudo desta fracdo em um modelo de reatividade vascular. Além disso, dados
da literatura demonstram que flavondides possuem uma importante atividade
vasodilatadora e antihipertensiva (Herrera et al., 1996; Ajay et al., 2003;
Woodman e Chan, 2004), sendo por isso importantes para a prevengao e
tratamento de doencgas cardiovasculares.

Pesquisas com plantas medicinais, especialmente as ricas em
flavondides e outros compostos fendlicos, tém demonstrado um importante
efeito vasodilatador normalmente por mecanismos dependentes do endotélio
vascular (Fitzpatrick et al., 1995; Wazlawik et al., 1997; Schuldt et al., 2000;

Jiang et al., 2005; Schuldt et al., 2005).
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O estudo de Cyathea phalerata revelou um efeito vasodilatador do EB
e de modo ainda mais expressivo da FAE, que foi reduzido de forma
significativa apés a remocgdo da camada de células endoteliais. Apenas em
concentragbes muito elevadas (1000 ug/mL) a FAE foi capaz de promover
efeito nas preparagdes desprovidas de endotélio. Andriambeloson e
colaboradores (1997) verificaram que uma determinada mistura de polifendis
existentes no vinho, promovia relaxamento dependente do endotélio e que nas
preparacdes sem endotélio, eram necessarias concentragcdes muito maiores
para desencadear o efeito.

As células endoteliais secretam mediadores vasoativos em resposta a
substancias liberadas de nervos autondmicos e sensoriais, hormonios
circulantes, derivados da coagulacdo e produtos plaquetarios, ou produtos
autacéides produzidos pelas células endoteliais e pelo musculo liso vascular.
Os principais vasodilatadores derivados do endotélio s&o: 6xido nitrico (NO),
prostaciclina e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Mombouli
e Vanhoute, 1999).

Para investigar o possivel envolvimento do NO no relaxamento
induzido pela FAE, foram realizados experimentos utilizando um inibidor da
oxido nitrico sintase (NOS), L-NOARG, e seu substrato o aminoacido L-
arginina. Nos experimentos utilizando L-NOARG o relaxamento induzido pela
FAE foi significativamente reduzido. Os inibidores da NOS bloqueiam a
atividade enzimatica por serem analogos do substrato L-arginina, competindo
com esse aminoacido pelo seu sitio ativo (Aoki, 1995; Moncada e Higgs, 2006).
A L-arginina foi capaz de reverter o efeito inibitério promovido pelo L-NOARG,

alcancando valores muito proximos aos da curva controle.
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O efeito da FAE também foi reduzido a valores semelhantes aos
obtidos com L-NOARG quando o ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase) foi
adicionado a preparacado. De acordo com estes resultados podemos verificar
uma relagcdo com a diminuicdo da formacao de GMPc e consequentemente
uma reducao da vasodilatacao induzida pela FAE.

O NO produzido nas células endoteliais produz vasodilatagcao por ativar
a guanilato ciclase no musculo liso vascular, aumentando a concentragéo
intracelular de GMPc. O GMPc, por sua vez, atua como segundo mensageiro,
ativando uma proteina quinase, diminuindo a concentracdo citosélica de Ca**
levando a inibigdo da contragdo das células lisas musculares (Mombouli e
Vanhoutte, 1999; Tomasian et al., 2000).

O efeito da FAE pode ser atribuido aos flavondides encontrados em
grande quantidade nessa fragdo, visto que estes compostos s&o conhecidos
por apresentarem uma importante atividade vasodilatadora (Herrera et al.,
1996; Ajay et al., 2003; Woodman e Chan, 2004). Os resultados obtidos vao ao
encontro de diversos estudos realizados em anéis de aorta toracica de rato
utilizando flavonoides obtidos de diferentes fontes tais como vinhos, cacau,
chas, mel e outros (Fitzpatrick et al., 1995; Chen e Asciak, 1996;
Andriambeloson, et al., 1997; Wazlawik et al., 1997; Flesch et al., 1998; Kim et
al., 2000; Schuldt et al., 2000; Ajay et al., 2003; Ghayur et al., 2005; Jiang et al.,
2005).

O mecanismo de ativacdo da NOS em resposta a diferentes estimulos,
envolve o Ca* intracelular, com excecdo do “estresse de cisalhamento”, onde
ocorre estimulacdo da eNOS independente da concentracdo intracelular de

Ca*®. Estudos tem sido realizados a fim de avaliar a implicacdo destes dois



94

mecanismos na ativacdo da NOS pelos polifendis (Stoclet et al., 2004). A
incubacado de células endoteliais com vinho tinto aumentou a expressao
protéica da eNOS e a sua atividade enzimatica (Wallerath et al., 2002). Além
disso, os flavonoides sao capazes de aumentar a liberagao ou atividade de NO,
com consequente aumento nos niveis de GMPc. O aumento nos niveis de
GMPc pode ser devido a uma inibicdo da enzima fosfodiesterase, responsavel
pela degradacédo do AMPc e GMPc promovida pelos flavondides (Beretz et al.,
1986).

A prostaciclina € um vasodilatador produzido pelas células endoteliais a
partir do acido araquiddnico pela enzima ciclooxigenase (COX). A ligacéo da
prostaciclina aos seus receptores na membrana da célula muscular lisa
vascular ativa a adenilato ciclase e eleva os niveis de AMPc, que por sua vez
estimula canais de K* causando hiperpolarizacdo da membrana celular e
inibindo a contragdo (Mombouli e Vanhoute, 1999; Parkington et al., 2004). A
acao das prostaciclinas no musculo liso vascular pode ser potencializada pelo
NO. Além disso, o0 aumento de GMPc na célula alvo inibi a fosfodiesterase que
quebra AMPc. Assim, o NO indiretamente prolonga o tempo de meia vida do
segundo mensageiro da prostaciclina (Delpy et al., 1996). Além disso, o NO
formado nas células endoteliais pode ativar a COX, aumentado a producao de
prostaciclina (Salvemini et al., 1997).

A prostaciclina derivada das células endoteliais também pode participar
do efeito vasorrelaxante dos flavondides (Ajay et al., 2003). A incubacéo de
indometacina, inibidor da COX, foi capaz de aumentar os valores de CI50 do
relaxamento induzido pela FAE, indicando uma participacado deste mediador no

seu efeito. Aldini e colaboradores (2003) demonstraram que proantocianidinas
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extraidos de sementes de uvas, sdo capazes de estimular a atividade da COX
e a producao de PGl,, através de um mecanismo dependente de NO/GMPc,
possuindo um papel importante na recuperagao do coragao infartado, pois
previne o aparecimento de arritmias e a agregacao plaquetaria.

O efeito da FAE sobre a contragao induzida pela fenilefrina foi avaliado
em anéis de aorta toracica. Nao ocorreu alteracdo nesta contracido, ao
contrario de dados encontrados na literatura que demonstram que varios
extratos e fracdes ricas em flavondides sdo capazes de reduzir a contracio
induzida por fenilefrina ou noradrenalina (Testai et al., 2005).

Como foi apresentado anteriormente, a FAE apresentou uma
importante atividade sequestradora de radicais livres, através de experimentos
in vitro e in vivo. O aumento da atividade do NO, poderia estar relacionado a
um aumento na sua geragdo ou a uma diminuicdo de sua inativagdo por
espécies reativas (Fitzpatrick, 1993). O 0O, reage com NO formando
peroxinitrito e este € muito menos efetivo como ativador da guanilato ciclase,
resultando na reducdo na biodisponibilidade do NO (Tomasian et al., 2000).
Antioxidantes capazes de sequestrar radicais livres como o O, aumentam a
biodisponibilidade do NO e consequentemente seu efeito vasodilatador.

Com o objetivo de investigar se o efeito vasodilatador produzido pela
FAE seria desencadeado por sua atividade antioxidante, foram realizados
experimentos utilizando um doador de NO, o nitroprussiato de sodio (SNP). O
SNP na presenca de um agente redutor ou a redugcéo de um elétron libera o
NO que exerce efeito vasodilatador (Feelisch, 1998; Yamamoto e Bing, 2000).
Na presenga da FAE a curva ao SNP, na auséncia de endotélio vascular ndo

apresentou alteragdo. A FAE nao foi capaz de sequestrar os radicais O;°, nas
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concentracdes utilizadas, ndo potencializando assim o efeito do SNP. A SOD,
enzima que converte o O, em H,0O, (Halliwell e Gutteridge, 1999), deslocou
significativamente a curva ao SNP para a esquerda, devido ao aumento da
disponibilidade do NO. Estes resultados concordam com o que foi observado
no ensaio de redugdo do NBT, onde a FAE apresentou uma baixa atividade
sequestradora de radicais O,".

Desta forma, a atividade vasodilatadora ndo estaria diretamente
relacionada com a atividade antioxidante da FAE, e deve ser devido
principalmente a uma ativagcdo da via NO/GMPc e com participacdo das
prostaciclinas. Estes dados concordam com os estudos de Andriambeloson e
colaboradores (1997,1998), que sugeriram que a atividade vasodilatadora
endotélio-dependente de polifendis do vinho ndo € devida a sua capacidade
seqlestradora de radicais O,", mas ao aumento na formacao de NO resultante
da interagcdo com alvos localizados nas células endoteliais.

No presente trabalho observou-se a atividade antioxidante de Cyathea
phalerata in vitro, principalmente sequestrando radicais altamente reativos
como °‘OH, diminuicdo do dano a macromoléculas e aumento das defesas
antioxidantes in vivo, e potencial vasodilatador in vitro. Sendo assim, destaca-
se o relevante potencial terapéutico de Cyathea phalerata, especialmente a
FAE, na prevencdo e tratamento de diversas patologias que envolvem
producdo acentuada de radicais livres, dentre elas as doengas

cardiovasculares.
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. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que:

A FAE de Cyathea phalerata apresentou uma importante atividade
antioxidante in vitro, sendo capaz de sequestrar os radicais DPPH, *OH e
0,", além de proteger contra peroxidacao lipidica. Esta fragdo apresentou
resultados mais pronunciados em relacdo ao EB e as outras fracbes

estudadas;

No modelo de estresse oxidativo in vivo, a FAE foi capaz de diminuir os
danos causados pelo agente estressor (CCls) as macromoléculas, lipideos,
proteinas e DNA, além de elevar a atividade das enzimas antioxidantes
(CAT e GST). Este efeito ndo foi dependente da dose administrada;

A FAE apresentou um efeito vasodilatador, em anéis de aorta toracica, de
maneira dependente da concentracao;

A atividade vasodilatadora da FAE parece ser dependente do endotélio, ao
menos nas menores concentragdes, e envolver a participacdo da via
NO/GMPc e de prostaciclina;

O efeito vasodilatador da FAE parece ndo ser devido a capacidade
sequestradora de radicais livres, e sim a ativagcdo de mecanismos
vasodilatadores dependentes do endotélio;

As atividades bioldgicas da FAE de Cyathea phalerata podem ser atribuidas
ao elevado teor de flavondides encontrado nesta fragao;

O relevante potencial antioxidante de Cyathea phalerata, associado a sua
atividade vasodilatadora, pode ser importante para o tratamento de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, especialmente doencas

cardiovasculares.
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