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RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial antioxidante in
vitro da ciano-carvona contra a formacao de substancias
reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), radical
hidroxila e producio de éxido nitrico. Observou-se
que a ciano-carvona (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e¢ 7,2 pg/mL),
foi capaz de prevenir a peroxidacio lipidica induzida
por 2,2’-azobis-2-amidinopropano (AAPH), inibindo a
quantidade de TBARS formada. Resultado semelhante
foi obtido com o Trolox (140 pg/mL), um analogo
sintético hidrofilico do a-tocoferol, que é largamente
usado como padrio antioxidante. Este resultado sugere
que a ciano-carvona pode exercer um efeito antioxidante
contra a peroxidacao lipidica in vivo. A ciano-carvona
também produziu uma remoc¢ao do radical hidroxila,
sugerindo uma possivel capacidade de protecio contra
danos celulares in vitro produzidos por este radical. O
Trolox também reduziu significativamente a quantidade
deste radical. Em relaciio a producio de éxido nitrico,
foi detectado uma diminuic¢ao significativa na producao
deste composto pela ciano-carvona, demonstrando uma
propriedade antioxidante in vitro, um achado que pode
ser explorado para a prote¢do in vivo das biomoléculas,
como lipidios da membrana celular. A ciano-carvona
revelou potencial antioxidante in vitro, por meio da
capacidade de remocido contra radicais hidroxilas e
do o6xido nitrico, bem como preveniu a formacio de
TBARS.

Palavras-chave: ~Antioxidante. Monoterpenos. Oleos
essenciais. Oxido Nitrico. Peroxidagdo lipidica. Radical
Hidroxila.

INTRODUCAO

Radical livre ¢ todo 4&tomo ou molécula que contém
um ou mais elétrons desemparelhados e ¢ constantemente
formado em processos biologicos e pode ser removido por
defesas antioxidantes (Gutteridge & Halliwell, 2010). Os
antioxidantes podem atuar como defesas biologicamente
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importantes contra espécies reativas derivadas do oxigénio
e nitrogénio. Durante a redug@o do oxigénio molecular, as
espécies reativas derivadas do oxigénio (EROS) podem ser
formadas, bem como podem ser produzidos radicais livres
derivados do nitrogénio (ERNS) (Anderson & Phillips,
1999).

Estas espécies reativas estdo envolvidas em
muitas doengas, incluindo aterosclerose (Xi et al., 2007),
distarbios do trato respiratorio (Ricciardolo et al., 2006),
doencas neurodegenerativas (Reed, 2011), doenca
inflamatodria intestinal (Rahman et al., 1992), neoplasias
(Valenga & Porto, 2008) e também no processo fisiologico
do envelhecimento (Cadenas & Davies, 2000).

Agentes antioxidantes podem prevenir ou diminuir
os danos oxidativos nos tecidos humanos produzidos por
EROS e ERNS. Dessa forma, estas espécies podem ser
definidas como um grupo diverso de moléculas naturais,
que podem estar presentes em baixas concentragdes,
comparativamente as biomoléculas com acdo antioxidante
(Gutteridge & Halliwell, 2010).

O estresse oxidativo pode ser considerado uma
ameaca constante para o organismo, uma vez que uma série
de defesas antioxidantes e sistemas de reparo em células
evoluiram com a fungdo de protegdo contra a destrui¢do
¢ danos causados pelos radicais livres. Dessa forma,
podem ser mencionadas as enzimas superoxido dismutase
(SOD), juntamente com catalase e glutationa peroxidase,
que promovem a desintoxicacdo do superoxido, peroxido
de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos, respectivamente
(Wickens, 2001).

O desenvolvimento de novos farmacos com agdo
antioxidante tem sido um importante objeto de estudo, uma
vez que a terapéutica farmacoldgica atual para o tratamento
de doencas como Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla,
doenga de Huntington, epilepsia e alguns tipos de neoplasias
pode ser realizada devido as propriedades antioxidantes de
muitos compostos naturais e/ou sintéticos (Reed, 2011).
Além disso, compostos com acdo antioxidante podem
retardar o envelhecimento. Dessa forma, a busca por
novos agentes antioxidantes ¢ extremamente necessaria e
atualmente ¢ objeto de interesse em novas pesquisas pela
industria farmacéutica.

Diversos estudos demonstram as atividades
antioxidantes dos monoterpenos a-terpineol (Bicas et al.,
2011), a-tujona, (Mothana et al., 2011), 1,8-cineol (Garcia
et al., 2009), a-pineno (Wannes et al., 2010) e y-terpineno
(Ruberto & Baratta, 2000). Neste sentido, varios compostos
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de origem vegetal encontrados em abundancia na natureza
tém sido estudados, entre eles os monoterpenos.

Entre os monoterpenos, podemos destacar a
carvona de ocorréncia natural na forma dos enantidémeros
(+)- e (-)-carvona. A carvona (p-mentha-6,8-dien-2-ona)
¢ um monoterpeno cetdénico encontrado como o principal
componente ativo de diversos 6leos essenciais de plantas
medicinais, como horteld (Mentha spicata L.), aneto
(Anethum graveolens L.), cominho (Carum carvi L.) e
capim-cidreira (Lippia alba Mill.) (Gongalves et al., 2010).
A carvona pode ser utilizada como material de partida
para a sintese de varios derivados naturais e sintéticos, a
exemplo da ciano-carvona, obtida através da reagdo de
adicdo 1,4 do anion cianeto a carvona (Sousa et al., 2010).
Nao existem relatos na literatura a respeito do potencial
antioxidante deste derivado de monoterpeno, sendo este o
primeiro trabalho a avaliar este potencial in vitro.

Diante disto, este estudo teve como objetivo
caracterizar o potencial antioxidante da ciano-carvona
(Figura 1) em metodologias in vitro e propor seu
mecanismo de agdo por meio das reagdes quimicas
envolvidas nas reagdes do composto ciano-carvona com
os radicais L' (radical lipidico) em nivel de peroxidagdo
lipidica, bem como com o nitrito (NO,’) formado por meio
da decomposi¢do espontidnea do nitroprussiato de sdédio
apos formacao do 6xido nitrico. E por fim, com o radical
hidroxila (HO) produzido pela degradacdo oxidativa da
2-desoxirribose.
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N

Figura 1: Estrutura quimica da ciano-carvona.

MATERIAL E METODOS

Obtenciao da ciano-carvona

A ciano-carvona foi preparada conforme descrito
na literatura (Cocker et al., 1995; Sousa et al., 2010). A
substancia foi identificada por IV, RMN de 'H e *C, e seus
dados foram comparados com os da literatura.

Avaliacio do potencial antioxidante in vitro da ciano-
carvona contra a producio de espécies reativas com o
acido tiobarbitirico (TBARS)

A determinagdo do contetdo de substancias reativas
com o acido tiobarbitirico (TBARS) (Esterbauer &
Cheeseman, 1990) foi realizada para quantificar o nivel de
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peroxidacdo lipidica, sendo a gema de ovo homogeneizada
usada como substrato rico em lipidios (Guimaraes et al.,
2010). A gema de ovo foi homogeneizada (1%, w/v) em
tampao fosfato 20 mM (pH 7,4). Deste homogenato, 1 mL
foi sonicado e homogeneizado com 0,1 mL de ciano-carvona
(CC) em diferentes concentrag¢des (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 ¢ 7,2
pg/mL). A peroxidagdo lipidica foi induzida pela adig¢@o
de 0,1 mL de solucdo de 2,2’-azobis-2-amidinopropano
(AAPH; 0,12 M). O controle foi realizado apenas com
veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solug@o salina
0,9%) usado para emulsionar a substancia avaliada.

As reagdes foram realizadas durante 30 min a
37°C. Apds o resfriamento, as amostras (0,5 mL) foram
centrifugadas com 0,5 mL de 4&cido tricloroacético
(15%) a 1200 rpm durante 10 min. Uma aliquota de 0,5
mL do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de acido
tiobarbiturico (0,67%) e aquecida a 95°C durante 30 min.

Apds o resfriamento, as absorbancias dos tubos
contendo diferentes concentragcdes da amostra foram
medidas a 532 nm utilizando um espectrofotdometro. Os
resultados foram expressos em porcentagem de TBARS
formadas apenas por AAPH sozinho (controle induzido).

Avaliacio do potencial antioxidante da ciano-carvona
in vitro contra a producio de 6xido nitrico (NO)

O NO foi gerado a partir da decomposigdo
espontanea do nitroprussiato de soédio (NPS) em tampao
fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage
com o oxigénio para produzir ions nitrito, que foram
medidos pela reacdo de Griess (Basu & Hazra, 2006). A
mistura reacional (1 mL) contendo nitroprussiato de sodio
(NPS) em tampao fosfato 10 mM e o composto avaliado
em diferentes concentracdes (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 ¢ 7,2 ug/mL)
foram incubados a 37°C durante 1 h. Uma aliquota de 0,5
mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente
de Griess.

O Controle (Tween 80 0,05% dissolvido em
solucdo salina 0,9%) na auséncia de uma fonte geradora
de NO (sem NPS) e o grupo NPS que reflete a producao de
nitrito por meio da decomposi¢cdo espontanea do NPS foi
considerado como 100% da producdo de NO. O efeito de
diferentes concentra¢des de ciano-carvona contra NPS foi
determinado pelo método de Griess.

A absorbancia do cromoéforo foi medida a 540
nm. A porcentagem de remocao do 6xido nitrico gerado
foi medida por meio da comparagcdo dos valores de
absorbancia dos controles negativos (apenas 10 mM de
nitroprussiato de sddio ¢ veiculo) e das preparagdes para
ensaio. Os resultados foram expressos em porcentagem de
nitrito formado apenas por NPS.

Avaliacio do potencial antioxidante da ciano-carvona
in vitro contra a producio do radical hidroxila (OH)

Aproducaodo OH:foiquantificada pormeiodareagao
de Fenton. Durante esta reagdo foi determinado o efeito in
vitro da ciano-carvona contra a produ¢do OH: produzido
pela degradag@o oxidativa da 2-desoxirribose (Lopes et al.,
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1999). O principio do ensaio ¢ a quantificagdo do produto
de degradagdo da 2-desoxirribose, o malonaldeido, por
meio da sua condensagdo com acido tiobarbitarico (TBA).
Resumidamente, as reagdes foram iniciadas pela adi¢do de
Fe*" a partir de FeSO, com concentragio final 6 mM para
solugdes contendo 2-desoxirribose 5 mM, H,0,100 mM e
tampao fosfato 20 mM (pH 7,2).

Para determinar o potencial antioxidante in vitro
da CC contra a formag¢ao do radical hidroxila, diferentes
concentragdes deste derivado de monoterpeno (0,9, 1,8,
3,6, 5,4 ¢ 7,2 ug/mL) foram adicionadas ao sistema antes
da adigdo de Fe?'. As rea¢Oes foram realizadas durante 15
min em temperatura ambiente e foram cessadas pela adicao
de acido fosforico a 4% (v/v), seguido da adigdo de TBA
1% (v/v, em NaOH 50 mM). As solucdes foram aquecidas
em banho maria durante 15 min a 95°C, e depois resfriadas
a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em 532
nm e os resultados foram expressos como equivalentes do
MDA formada por Fe*'e H,0,.

Além disso, também foi determinada a concentragao
efetiva 50% (CE,) que expressa a concentragdo da ciano-
carvona em pg/mL, que removeu 50% do composto
formado nos trés métodos propostos para a avaliacdo do
potencial antioxidante in vitro.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados por meio da
Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste
t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Em todos
os casos, as diferencas foram consideradas significativass
quando p<0,05. Os valores da concentracdo efetiva 50%
(CE,)) e os seus intervalos de confianga de 95%, foram
obtidos por regressdo ndo linear utilizando o programa
GraphPad 5.01 (San Diego, CA).

RESULTADOS

A peroxidagdo lipidica foi analisada pelo método
de quantificagdo do TBARS, que ¢ um ensaio utilizado
extensivamente para estimar a peroxidagdo dos lipidios nas
membranas e sistemas bioldgicos. Os resultados obtidos
mostraram que, em todas as concentragdes testadas,
(0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 pg/mL) a ciano-carvona causou
uma redugdo significativa de 56; 62; 66; 69,6 ¢ 72,1%
na producdo de TBARS em relagdo ao grupo AAPH,
respectivamente. O Trolox (droga padrdo; 140 pg/mL)
também reduziu o pardmetro observado, apresentando
47,7% de remogao (Figura 2).

A ciano-carvona diminuiu os niveis de peroxidagdo
lipidica in vitro e promoveu a redugdo de 50% da produgao
das substincias reativas com o acido tiobarbitarico
(TBARS) com um valor de CE, de aproximadamente de
0,66 ng/mL variando de 0,35 a 1,24 ug/mL com intervalo
de confianga de 95%. O valor da CE,, da (-)-carvona
para o mesmo parametro ¢ de aproximadamente 0,72 pg/
mL (Costa, 2012). Dessa forma, quando comparados aos
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valores obtidos com o derivado sintético nas mesmas
concentragdes, foi verificada uma redugdo no valor da CE;
de 8,3% para a ciano-carvona.

A quantificagio de TBARS mostrou que a CC
exerceu um efeito antioxidante significativo contra os
radicais peroxilas gerados pelo AAPH, protegendo os
lipidios da oxidagdo em todas as concentragdes (Figura 2).
Trolox (140 pg/mL), um analogo sintético da vitamina E,
que protege as membranas do dano oxidativo in vivo, foi
usado como padrdo antioxidante de referéncia. Como base
nesses resultados, foi elaborada a proposta de trés possiveis
mecanismos da agdo antioxidante in vitro da ciano-carvona
contra a formagao do radical lipidico durante a peroxidagado
lipidica conforme descritos nas etapas A, B e C da Figura 3.

A avaliagdo da ciano-carvona como substancia
sequestradora de NO também foi testada pela sua
capacidade de remogao do nitrito pelo método de Griess.
Os resultados apresentados na figura 4 demonstram que a
CC, nas concentragdes testadas de 0,9; 1,8; 3,6; 5,4 ¢ 7,2
pg/mL, foi capaz de sequestrar o NO e consequentemente
diminuiu o conteudo de nitrito formado de maneira
significativa em 19,6; 22,6; 26,9; 32,3 ¢ 32,1% quando
comparado ao grupo NPS, respectivamente. O trolox (140
pg/mL) produziu uma remogao significativa de 47,96% no
conteudo de nitrito (Figura 4).

Para a remogao de 50% do contetido de nitrito por
meio do sequestro do NO, foi encontrado um valor de
aproximadamente de 0,13 pg/mL para a CE, variando de
0,07 a 0,24 ug/mL com intervalo de confianga de 95%. Ja
o valor da CE_ da (-)-carvona para o mesmo parametro
analisado ¢ de aproximadamente 0,18 pg/mL (Costa, 2012).
Dessa forma, quando comparados aos valores obtidos
com o derivado sintético nas mesmas concentragdes, foi
verificada uma reduc@o no valor da CE, de 27,8%.

A Figura 5 demonstra o potencial antioxidante da
ciano-carvona por meio da remogdo dos radicais hidroxila
(OH'). Nas concentragdes testadas, a ciano-carvona foi
capaz de remover o radical OH- de maneira significativa
em 47,2, 51,1, 52,2, 57,6 e 64,6%, quando comparado ao
sistema reacional nas concentragdes de 0,9; 1,8; 3,6; 5.4 ¢
7,2 ug/mL, respectivamente. Da mesma forma, o Trolox
usado como controle positivo na concentragdo de 140
pg/mL removeu o radical hidroxila em 67,1% (p<0,05),
quando comparado ao meio reacional (Figura 5).

A concentragdo efetiva de 50% (CE,)) da ciano-
carvona para remogao do radical hidroxila foi determinada
como aproximadamente 0,20 pg/mL variando de 0,11 a
0,36 pg/mL com intervalo de confianga de 95%. Por sua
vez, o valor da CE, da (-)-carvona para o radical hidroxila
¢ de aproximadamente 0,67 pg/mL (Costa, 2012). Dessa
forma, quando comparados aos valores obtidos com a ciano-
carvona nas mesmas concentracdes foi verificada uma
reducdo no valor da CE, de 70,14% para o monoterpeno
em estudo.

Baseado nesses resultados, foi elaborada a proposta
de trés possiveis mecanismos da agdo antioxidante in vitro
da ciano-carvona contra a formagdo do radical hidroxila
conforme descritos nas etapas A, B ¢ C da Figura 6.
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Figura 2: Inibi¢do da formacdo de TBARS in vitro pela ciano-carvona, controle e padrao Trolox. Valores representam média + E.P.M
dos experimentos realizados em duplicata (n=5). ap<0,001 versus NPS; *p<0.001 versus controle (ANOVA seguido do teste t-Student-
Neuman-Keuls como post hoc teste).

Figura 3: Possiveis mecanismos da ag@o antioxidante da ciano-carvona contra a formagdo do radical lipidico durante a peroxidagdo
lipidica.
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Figura 4: Potencial antioxidante in vifro da ciano-carvona contra a formacao do 6xido nitrico. Valores representam média
+ E.P.M dos experimentos realizados em duplicata (n=5). ®p<0,001 versus NPS; ‘p<0.001 versus controle (ANOVA seguido
do teste #-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).
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Figura 5: Potencial antioxidante da ciano-carvona contra a formagdo do radical hidroxila. Valores representam média +
E.P.M dos experimentos realizados em duplicata (n=5). *p<0,001 versus NPS; "p<0.001 versus controle (ANOVA seguido
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Figura 6: Possiveis mecanismos de a¢ao do potencial antioxidante in vitro da ciano-carvona contra a formag¢ao do radical

hidroxila.

DISCUSSAO
A presenca de radicais livres tem sido correlacionada

com um grande nimero de doengas, ndo possuindo papel
etiologico na grande maioria dos estados patologicos, mas
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participam diretamente dos mecanismos fisiopatologicos
que determinam a continuidade e as complicagdes
presentes nesses processos (Freitas et al., 2005; Ardestani
& Yazdanparast, 2007). O aumento na produgédo de radicais
livres pode ocorrer devido a hiperdxia e a exposigdo das
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células ou individuos a certos componentes quimicos,
a radiacdo ou a inflamacdo tecidual local, resultando em
estresse oxidativo, caracterizado por um desequilibrio
entre os sistemas oxidantes e antioxidantes, no qual ocorre
predominancia da formacao de radicais livres (El-Habit et
al., 2000; Freitas et al., 2009).

A concentragdo da amostra que proporcionou uma
remogao de 50% dos radicais livres do meio reacional foi
calculada a partir do gréafico de percentagem de remogao em
relagdo a concentragdo da amostra. Em relacdo aos valores
de CE,, todas as concentragdes € os controles devem esgotar
as concentragdes dos radicais livres em 50% dentro de 1 h.
Quanto menor o valor CE, maior o potencial antioxidante
da amostra (Ahmadi et al., 2010). Os resultados deste
trabalho contribuem para ampliar o conhecimento sobre
as propriedades antioxidantes da ciano-carvona, uma vez
que ainda ndo foram descritos anteriormente na literatura
os valores de CE_ para os radicais hidrolixa, conteado de
nitrito e nivel de TBARS deste derivado de monoterpeno,
bem como apds a comparacdo realizada com os valores
obtidos para a (-)-carvona, foi verificada uma redugao
nos valores de CE50 para os trés testes empregados neste
estudo, sugerindo que ciano-carvona pode apresentar uma
melhor viabilidade economica e aplicabilidade na indastria
farmacéutica e em cosméticos.

A peroxidag@o lipidica pode ser definida como
os danos biologicos causados por radicais livres que sao
formados durante estresse oxidativo (Zin et al., 2002).
Virios extratos de plantas medicinais tém demonstrado
efeito inibitorio contra a peroxidagdo lipidica conforme
verificado pelo método de producdo de TBARS in vitro
(Manian et al., 2008; Jeong et al., 2011).

Durante o processo oxidativo, ocorre a doagdo de
um atomo de hidrogénio a partir de uma cadeia de acidos
graxos insaturados de fosfolipidios da membrana iniciando
o processo de peroxidacdo lipidica, que por sua vez se
propaga como uma reagdo em cadeia. Neste processo
sdo gerados peroxidos lipidicos e finalmente perdxidos
ciclicos, que em ultima analise sdo fragmentos de aldeidos
combinados como malonaldeido (Sreelatha & Padma,
2009).

A ciano-carvona em todas as concentracdes testadas
inibiu a quantidade de TBARS gerado pelo meio reacional
AAPH, indicando um efeito protetor contra a peroxidacao
lipidica. Este resultado sugere que a ciano-carvona pode
exercer uma prote¢ao antioxidante em biomoléculas, como
fosfolipidos, triacilglicerdis e dcidos graxos poliinsaturados,
os quais sdo lipideos essenciais para a fungdo da membrana
celular e sinalizag@o paracrina.

Os resultados obtidos indicam que a ciano-carvona
pode exercer potencial antioxidante contra a formagdo de
espécies reativas derivadas do oxigénio e nitrogénio, que
precisa ser explorado para justificar o seu possivel uso no
tratamento de doengas.

Os danos causados por radicais livres sdo formados
apos a indugdo do estresse oxidativo em sistemas bioldgicos
(Zin et al., 2002). Esse efeito biologico pode ser verificado
durante a peroxidagao lipidica. Este tultimo processo precisa
ser evitado ou suprimido pelos antioxidantes disponiveis
derivados de substancias naturais ou sintéticas exogenas,
bem como por meio de substancias endogenas enzimaticas
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ou ndo enzimaticas produzidas pelo organismo humano
para evitar a lesdo de membranas de 6rgaos.

Neste estudo foi observado que a ciano-carvona,
utilizando os métodos in vitro propostos, foi capaz de
reduzir a produ¢do de radicais livres conforme observado
pelo efeito da CC nas concentragdes testadas contra a
peroxidacdo lipidica, induzida por AAPH in vitro, inibindo
a quantidade de TBARS formado (Guimaraes et al., 2010).
Resultado semelhante foi obtido com o Trolox, um analogo
sintético hidrofilico do a-tocoferol, que ¢ largamente usado
como padrdo antioxidante. Este resultado sugere que a
CC pode apresentar um potencial antioxidante contra a
peroxidacdo lipidica, uma vez que demonstrou resultados
semelhantes e melhores aos observados com o carvacrol e
com a (-)-carvona durante a peroxidagao lipidica induzida
por AAPH, respectivamente (Guimaraes et al., 2010; Costa,
2012).

Na avaliagdo de produgdo de nitrito, houve uma
diminuicdo significativa na produgdo deste ion pela
ciano-carvona, demonstrando um potencial antioxidante
capaz de proteger as biomoléculas, como lipidios da
membrana celular contra danos causados pelos radicais
livres derivados do nitrogénio. Comparativamente a outros
estudos, quanto a capacidade de remover in vitro o nitrito,
os resultados deste trabalho foram melhores que os estudos
com o linalol (Peana et al, 2006), (-)-carvona (Costa, 2012)
e a Morinda citrifolia Linn (Serafini et al, 2011), sugerindo
que o composto avaliado apresenta um efeito promissor
contra a formagao de ERNS.

O NO ¢ uma molécula sinalizadora envolvida em
varios processos fisiologicos e patoldgicos, inclusive na
sinalizagdo da dor ¢ inflamagdo (Sousa & Prado, 2001;
Kawano et al, 2009). Esta molécula também desempenha
um papel importante em varios tipos de processos
inflamatérios. E produzido por macréfagos no decurso
da resposta inflamatdria. Também pode ser mutagénico e
interferir durante os processos de reparo do DNA (Okoko,
2009). Além disso, acredita-se que o NO pode estar
implicado na neurogénese de doengas do sistema nervoso
central, sendo desta forma de fundamental importancia a
busca por novos compostos antioxidantes naturais e/ou
sintéticos com baixa toxicidade e eficacia. Os resultados
demonstraram que ciano-carvona produz um melhor efeito
sobre a producao do 6xido nitrico que a (-)-carvona.

Além disso, na analise do potencial antioxidante
contra TBARS e nitrito, também foi observado que a
ciano-carvona apresenta um potencial significativo para
remover o radical hidroxila presente no meio reacional de
forma mais proeminente que o composto usado durante
a sua sintese. Desta forma, os resultados sugerem uma
possivel capacidade de protecdo celular contra danos
em biomoléculas protéicas que precisam ainda ser mais
investigadas. O Trolox (droga padrdo) também reduziu
significativamente a quantidade deste radical. Os resultados
quanto a capacidade de remover in vitro o radical hidroxila
sdo semelhantes aos estudos observados com acido tanico,
um polifenol com comprovada atividade antimutagénica,
anticarcinogénica e antioxidante (Lopes et al., 1999).

O radical hidroxila ¢ uma espécie extremamente
reativa formada em sistemas bioldgicos e tem sido
implicada como uma espécie altamente prejudicial dos

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2012;33(4):567-575



Atividade antioxidante da ciano-carvona

radicais livres em varias patologias. Este radical tem a
capacidade de induzir mutagdes nos nucleotideos presentes
no DNA, bem como de causar a ruptura dos residuos de
aminoacidos em proteinas, o que pode contribuir para a
carcinogénese, mutagénese e citotoxicidade (Hochestein,
1998; Manian et al., 2008; Shukla et ali, 2009).

Desta forma, a capacidade de remocdo do radical
hidroxila de um extrato de uma determinada planta
medicinal pode estar diretamente relacionada ao seu
potencial antioxidante. O radical hidroxila ¢ altamente
reativo e pode causar dano oxidativo ao DNA, lipidios e
proteinas (Shukla et ali, 2009). Neste estudo foi verificado
que a ciano-carvona reduziu a oxidagao da 2-desoxirribose
em todas as concentragdes de forma mais eficaz que a
(-)-carvona (Costa, 2012). Este derivado de monoterpeno
foi altamente eficaz na inibicdo dos danos oxidativos
produzidos pelo radical hidroxila. Todas as concentracdes
testadas exibiram um potencial antioxidante significativo,
que foi semelhante ao Trolox, um analogo sintético do
a-tocoferol utilizado como um antioxidante padrao.

Estudos anteriores com a R-(-)-carvona (Gongalves
et al., 2010; Bicas et al., 2011) demonstram que este
derivado de monoterpeno precursor da ciano-carvona
induz a expressdo da enzima desintoxicante glutationa
S-transferase, que tem uma agdo quimiopreventiva, uma
vez que a atividade anticarcinogénica de compostos naturais
pode estar correlacionada com a expressdo aumentada
destas enzimas. No entanto, ainda ndo foram verificados
os efeitos da ciano-carvona nesta enzima, bem como
ainda ¢ necessario avaliar se a expressdo aumentada desta
enzima ¢ causa ou consequéncia do potencial antioxidante
observado.

Aimportancia da avaliagdo do potencial antioxidante
pode ser correlacionada as disfungdes celulares que
sdo amplamente considerados como responsaveis pela
degeneragdo cerebral ou por danos em outros Orgaos
quando ha um aumento do estresse oxidativo, resultante
de danos causados pelos radicais livres (Jeong et al.,
2011). E fundamental que metodologias in vivo também
sejam empregadas para uma melhor caracterizacdo dos
resultados obtidos (Sarmadi & Ismail, 2010). No entanto,
pode ser sugerido que a ciano-carvona pode retardar ou
prevenir significativamente a oxidagao de lipidios ou outras
moléculas ao inibir a iniciagdo e/ou propaga¢do da reacao
de oxidagdo em cadeia.

Diante destes resultados, sugere-se um potencial
antioxidante da ciano-carvona. Os resultados obtidos no
presente estudo demonstram que a ciano-carvona produz
efeito antioxidante pelos métodos in vitro utilizados.
Mais estudos sdo necessarios para clucidar os possiveis
mecanismos de agdo que medeiam a agdo antioxidante da
ciano-carvona, principalmente in vivo para justificar seu
possivel uso no tratamento clinico de doencas humanas.

Este trabalho fornece subsidios para a exploracdo
do efeito farmacoldgico da ciano-carvona. Este composto
contém grupamentos quimicos com alta reatividade no
grupo carbonila, com o H a na posigdo alilica e o H o com
o grupamento C=N capazes de produzir a remogao in vitro
de radicais hidroxila e do ion nitrito, bem como para agir
contra a peroxidacao lipidica.

O potencial antioxidante da ciano-carvona pode ser
devido a presenga de sitios susceptiveis, podendo ocorrer
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variagdes quanto a intensidade do potencial antioxidante em
fungdo da capacidade dessas estruturas. Comparativamente
com o composto (-)-carvona pode ser verificada a presenga
de apenas dois sitios ativos, justificando sua maior
reatividade conforme descrito nos possiveis mecanismos
de acdo contra a formagdo dos ions nitrito e dos radicais
lipidicos e hidroxila in vitro. No entanto, estudos adicionais
s80 necessarios para avaliar a toxicidade da ciano-carvona
¢ a dose segura e terapeuticamente eficaz para doengas em
seres humanos, bem como para esclarecer seu mecanismo
antioxidante para correlacionar a atividade farmacologica
com sua estrutura quimica.
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ABSTRACT

Assessment of in vitro antioxidant potential of the
terpene compound cyano-carvone

The in vitro antioxidant potential of the monoterpene
cyano-carvone was tested against the formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and
production of hydroxyl radical and nitric oxide. It was
observed that cyano-carvone (0.9, 1.8, 3.6, 5.4 and 7.2
pg/mL) was capable of reducing lipid peroxidation
induced by 2,2’-azobis-2-amidinopropane (AAPH),
thus inhibiting TBARS generation. Similar results were
obtained with Trolox (140 ng/mL), a synthetic analogue
of the hydrophilic a-tocopherol, which is widely used as
an antioxidant standard. This result suggests that cyano-
carvone may exert an antioxidant effect against lipid
peroxidation in vivo. Cyano-carvone also led to removal
of the hydroxyl radical, indicating a potential ability to
protect against in vitro cell damage produced by this
radical. Trolox also reduced significantly the amount of
this radical. Regarding nitric oxide production, this was
significantly lowered by cyano-carvone, demonstrating
an antioxidant property in vitro, which could be
exploited in vivo to protect biomolecules such as lipids
of the cell membrane. In sum, cyano-carvone showed an
in vitro antioxidant potential, by its capacity to remove
hydroxyl radicals and nitric oxide, and prevented
TBARS formation.

Keywords: Antioxidant. Monoterpene. Essential oil. Lipid
peroxidation. Hydroxyl radical.
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