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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante (ROO", O, e DPPH) e o perfil cromatogrdfico
de compostos fendlicos da folha, flor, ramo e inflorescéncia da Achilea millefolium. Os extratos etandlicos das
diferentes partes da planta obtidos através de extragdo por ultrassom foram caracterizados por cromatografia
liquida acoplada a um detector UV-HPLC-UV. Além disso, avaliou-se a atividade antioxidante frente aos radicais
DPPH, superdxido e peroxil. Como resultado, a maioria dos extratos apresentou atividade antioxidante frente aos
radicais investigados, além de que foram identificados os compostos quercetina, quercetrina, flavona, dcido cafeico
e canferol nas partes investigadas da planta. Por fim, o estudo demonstrou que é de extrema importincia se saber
qual parte da planta estd sendo avaliada, visto que estas apresentam diferencas na atividade antioxidante e na
composigdo quimica.

Palavras-chave: Achilea; atividade antioxidante; perfil cromatogrifico.

Abstract

The aim of the present work was to evaluate the antioxidant activity (ROO*, O, and DPPH) and the
chromatographic profile of phenolic compounds of the leaf, flower, twig and inflorescence of Achillea millefolium.
The ethanolic extracts from different parts of the plant, obtained by ultrasound extraction, were characterized
by liquid chromatography with UV (HPLC-UV) detection. Moreover, the antioxidant activity of the extracts
was evaluated in different systems, namely, radical scavenging activity of DPPH reduction, superoxide and
peroxyl radicals. Most extracts showed antioxidant activity in the investigated systems. Furthermore, quercetin,
quercetrin, flavone, caffeic acid and kaempferol were identified on the investigated parts of the plant. Finally, this
study demonstrated that it is paramount to know which part of the plant is under assessment, as they present
differences in the antioxidant activity and chemical composition.

Keywords: Achillea; antioxidant activity; chromatographic profile.
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Introducao

Na busca de espécies vegetais como fonte de antio-
xidantes naturais, algumas plantas medicinais e frutas
tém sido extensivamente estudadas por sua atividade
antioxidante (SINGH, MURTHY, & JAYAPRAKASHA,
2002). Dentre elas destaca-se a Achillea millefolium L.,
uma espécie pertencente a familia Asteraceae, do género
Achillea, representado por cerca de 85 espécies encon-
tradas principalmente na Europa, na Asia e em grande
parte da América do Norte (Kénemann, 1999).

Davis (1982) em seus trabalhos relatou um total de
quarenta espécies do género Achillea largamente dis-
tribuidas na Turquia. Na Lituania, Achillea millefolium L.
¢ mais conhecida como milefolio, e esta entre as espécies de
plantas mais utilizadas na medicina popular ha mais de 3000
anos (RADUSIENE & GUDAITYTE, 2005; CANDANA
ET AL., 2003; MITICH, 1990). No Brasil ela é considerada
como uma espécie adaptada ao clima brasileiro.

Dentre as indica¢des medicinais, a espécie Achillea
millefolium L. tem sido utilizada popularmente como
agente de cicatrizante de feridas, aperitivo, diurético e
regulador carminativo (BAYTOP, 1999). Segundo Rosa
et al. (2008), a A. millefolium L. é considerada como
antibacterianas, antifiungica, antitumoral, cicatrizante,
anti-oxidante, anti-edematosa, e indicada com grande
potencial para o emprego em preparagoes fotoprotetoras
de uso tépico. Além destas indicagdes, a espécie é reco-
nhecida por sua produgao de dleos essenciais compostos
por borneol, azuleno, a e 3 pineno, transnerolidol, cineol,
canfora, -cariofileno, guaiol, proazuleno, eucaliptol e
compostos fendlicos como taninos, cumarinas (TRUM-
BECKAITE ET AL., 2011; SI ET AL., 2006), sendo os
flavonoides e acidos fenolcarbonico os constituintes
mais importantes farmacologicamente (TUMBECKAITE
ET AL., 2011).

Corroborando com estes dados Kocevar et al. (2008)
relatam que as agOes farmacologicas de A. millefolium
L. sdo atribuidas a presenca de lactonassesquiterpéni-
cas, azuleno (principal constituinte do dleo essencial) e
flavonoides (agdes espasmolitica, colorética, antimicro-
biana e antioxidativa). Algumas flavonas e flavonoéides
ja foram isoladas e ocorrem como mono e diglicosideos
de apigenina, luteolina, quercetina e rutina (KOCEVAR,
ET AL., 2008; BENEDEK E KOOP, 2007).

Muitos compostos antioxidantes que ocorrem natural-
mente, a partir de fontes vegetais, tém sido identificados
como eliminadores de radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (KUMARAN & KARUNAKARAN, 2007;
ZHENG & WANG, 2001). Recentemente, o interesse tem
aumentado consideravelmente na busca por antioxidantes
de ocorréncia natural para utilizagao em alimentos ou
medicamentos, com o objetivo de substituir os materiais
antioxidantes sintéticos, de uso restrito devido aos seus
efeitos secundarios, tais como a carcinogenicidade (KU-
MARAN & KARUNAKARAN, 2007; ITO ET AL., 1983).
Pesquisas cientificas tém revelado que a ingestao de

antioxidantes como polifendis possuem grande eficacia
na prevencao de varias doencas (KUMARAN & KARU-
NAKARAN, 2007; CAO, 1997; VINSON ET AL., 1995).

Os radicais livres, na forma de espécies reativas de
oxigénio (Eros) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs),
sdao uma parte integrante da fisiologia normal (DAVID
ET AL., 2007). No entanto, as Eros exercem um papel
importante nos processos degenerativos ou patologicos
em varias doengas humanas, como o envelhecimento
(HALLIWELL, 1989), cancer, doengas coronarianas,
doenca de Alzheimer (BURNS ET AL., 2007), desordens
neurodegenerativas, aterosclerose e inflamagao (DIAZ
ET AL., 2007).

Espécies reativas de oxigénio (Eros), tais como radical
hidroxila (*OH), anion radical superéxido (O2°-) e hidro-
peroxila (ROO*), causam danos ao DNA ou podem oxidar
lipidios e proteinas. O Eros atacam as cadeias de acidos
graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol,
abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-alilico,
iniciando assim o processo de peroxidagao lipidica nas
membranas celulares. Os radicais de carbono formados
podem reagir com oxigénio originando radicais peroxila,
que por sua vez podem atacar novas cadeias de acidos
graxos poliinsaturados, propagando a reacao. O resul-
tado deste processo é a oxidagao de varias moléculas de
acidos graxos (GALLICE ET AL., 2011; SOUSA ET AL.,
2007; VALKO ET AL., 2004; EL-AGAMEYET AL., 2004;
OMONI & ALUKO, 2005; HASLAM, 1996).

Os hidroperoxidos formados na peroxidagao lipidica
tém vida curta e, quando reagem com metais, formam
aldeidos (malonaldeido, acroleina, crotonaldeido) e
epoxidos, os quais sdo reativos e causam danos de
novo ao DNA (GALLICE ET AL., 2011; SOUSA ET
AL., 2007; VALKO ET AL., 2004; EL-AGAMEYET AL,,
2004; OMONI & ALUKO, 2005; HASLAM, 1996). Ja as
substancias antioxidantes em sistemas biologicos tém
multiplas fung¢des, que incluem protecao contra danos
oxidativos e prevencao dos danos causados pelas Eros
(ARUOMA, 1998). As plantas podem ser uma fonte de
ampla variedade de moléculas sequestradoras de radi-
cais livres, como compostos fenolicos (ex.: flavonoides,
cumarinas, quinonas etc.), compostos nitrogenados
(alcaloides), terpenoides e alguns outros metabdlitos
(KANNAN ET AL, 2010; LARSON, 1998). Neste sen-
tido, este trabalho tem por objetivo avaliar a atividade
antioxidante (ROO*, O2*- E DPPH) e o perfil cromato-
grafico para compostos fendlicos da folha, flor, ramo e
inflorescéncia da Achilea millefolium.

Materiais e Métodos
Obtencao dos extratos
As amostras (folha, flor, ramo e inflorescéncia) de

Achillea millefolium L. foram obtidas da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). Os extratos foram
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preparados pesando-se 1g de amostra e dissolvendo-se
em10mL de etanol (10% m/v). Em seguida, sonicou-se
em banho ultrasénico-UNIQUE por 60 minutos a 30°C,
filtrados em filtro de papel 12,5 mm e membrana de
0,45um, antes da analise cromatografica. Os extratos
foram mantidos a 5°C até o momento das analises.

Perfil Cromatografico

Para determinar o perfil constitucional de compostos
fendlicos nas diferentes partes da Achillea millefolium L.,
utilizou-se o método proposto por Lima (2012), o qual se
utilizou de um sistema de cromatografia em fase reversa
cromatografo (Knauer) acoplado a detector de Arranjo
de Fotodiodos (DAD) com sistema de separagao por
gradiente. As analises cromatograficas foram realizadas
a temperatura ambiente (21 + 2 ° C), utilizando uma
coluna C18(4,6 mm ID X 250 mm, tamanho de particula
5 um). O gradiente de eluicao era composto por acido
ortofosférico (0,1%, v/v) como solvente A e acetonitrila
como solvente B. As condic¢Oes de eluicao de gradiente
foram: 90-80% de A e 10-20% B (0 - 5 min); 80-75% de A
e B de 20-25% (5-35 min); 75-0% A e 25-100% B (35-55
min). O fluxo utilizado foi de: 0,8 ml/min (0-35 min); 0,8-
1,0 ml/min (35-55 min). A identificacdo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos das plantas em estudo foi
baseada na comparagao entre os picos cromatograficos
dos extratos e dos padrdes analiticos, através dos tempos
de retencdo. Além disso, fez-se adicao de padrdes, os
quais haviam sido previamente identificados nos extratos
pelo tempo de retencao, e observou-se se haveria ou nao
aumento de area cromatografica.

Atividade antioxidante
Método do radical anion superoxido

A avaliagao da capacidade de sequestrar radicais
livres em relacao ao radical superdxido, foi baseada na
geragao do radical O,  através do sistema enzimatico pela
reacao da hipoxantina catalisada pela enzima xantina
oxidase proposto por Zhao et al. (2006). Foram adiciona-
dos 100 pL de amostra a solucado de reagao, que consiste
em 100pL de uma solugao de EDTA 30 mm; 100uL de
uma solugao 3 mm de hipoxantina e 200 uL de uma so-
lugao 1,42 mM de Nitro Blue Tetrazolium (NBT). Apos
a mistura foi pré-incubada a temperatura ambiente por
trés minutos, foi adicionado 100 pL de uma solucao de
xantina oxidase com concentra¢ao 0,75 U/ml e o volume
foi completado até 3 ml com tampao fosfato 0,05 M (pH
7,4). A solucao final foi entao incubada em temperatura
ambiente por 40 minutos e a absorbancia foi medida em
560 nm. A atividade de sequestro do radical superdxido
foi calculada utilizando a equacao (1)

(s-SB)

0; atividade antioxidante (%) = [1 ~ en
—LB

%100 1)

OndeS§, S, Ce C; sdo as absorvéncias da amostra, do
branco da amostra, do controle e do branco do controle

respectivamente.
Método do radical peroxila (ROO")

A avaliagao da atividade antirradicalar das amostras
frente ao ROO?’, foi realizada pelo método fluorimétrico,
no qual emprega-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCFH2-DA) como substrato (AMADO et al., 2009). Para
a montagem da placa de andlise contendo 96 pocas, a
mesma foi dividida em duas regides, sendo que a regiao
1 (branco das medidas) corresponde as linhas A, B, C
e D, e a regiao 2 corresponde as linhas E, F, G e H. As
3 primeiras pogas, tanto na regiao 1 quanto na 2, sao
reservadas para o solvente, em que foi adicionado 10
ul do solvente utilizado nas amostras. No restante da
placa, foram adicionados 10 uL de amostra em triplicata
(3 pogas) naregido 1 e naregiao 2. Apds foi adicionado o
tampao de reagao (127,5 uL), em todas as pogas da placa.
Por fim, adicionou-se 7,5 uL de agua ultrapura na regiao
1e7,5uL dasolugao de ABAP (4 mmol - L-1) na regido
2. Imediatamente antes da analise da placa, no fluorime-
tro, foi adicionado 10 puL de DCFH2-DA (16 umol - L-1),
previamente desacetilado. O fluorimetro foi programado
para manter a temperatura a 37°C e medir a fluorescéncia
nos comprimentos de onda de 485 nm (excitagao) e 520
nm (emissao) a cada 5 minutos, num intervalo total de
30 minutos. O tampao de reagao utilizado nesta determi-
nagao é composto de HEPES (30 mmol - L-1), KCl (200
mmol * L-1) e MgCI2 (1 mmol - L-1). A desacetilacao
quimica do DCFH2-DA, gerando o composto DCFH2,
foi realizada com a adi¢ao de 2,0 ml de NaOH (0,01
mol * L-1) em uma solug¢do etanodlica de (5 mmol - L-1)
de DCFH2-DA, em temperatura ambiente e ao abrigo
de luz. Apés 30 minutos, adicionou-se 10 ml de tampao
fosfato 25 mmol L-1 (PH 7,4), composto de fosfato mono
e dibasico, armazenando-se a solugdo em gelo até o
momento do uso. A atividade antirradicalar contra o
radical peroxil (AA,.,,") das amostras foi determinada
com base na medida referente ao tempo de 30 minutos
de reacdo, e calculada conforme equagao (2) abaixo:

Onde F, ¢ a fluorescéncia da amostra, com ABAP,

Ahgoo = (1= 522280 5100 (2)

(Fs—Fsp)

F,; € a fluorescéncia do branco da amostra, sem ABAP,
F, é a fluorescéncia do solvente utilizado nas amostras,
com ABAP, e F, é a fluorescéncia do branco do solvente,
sem ABAP.

Método do radical DPPH
A atividade antioxidante das amostras foi avaliada

da seguinte forma: 1500 uL da amostra serd adicionada
a 1480 uL da solugao de DPPH e 20 uL da solucado de
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trabalho. Paralelamente conduziu-se um branco para
cada amostra contendo 1500 pL da amostra e 1500 uL de
solugao de trabalho. Foi necessario conduzir um branco
para o DPPH para o célculo da atividade antioxidante,
dessa forma 1480 uL de DPPH foram adicionados a 1520
uL de solucao de trabalho. Apds 30 minutos de reacao
sob abrigo da luz as absorvéncias foram medidas em 522
nm. A porcentagem da atividade antioxidante frente ao
radical DPPH foi calculada conforme equagao(3):
Onde A ¢ a absorvéncia da solugao de DPPH, A

DPPH

Al pppy = (22222880 3100 (3)

ApPPH

e A, sdo as absorvéncias da amostra e branco, respecti-
vamente.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os dados do teor de fendlicos
totais para diferentes partes de Achillea millefolium. Os
teores variaram de 2,42 mg/g a 6,87mg/g de fenolicos
totais por grama de extrato na concentracao de 10%
etanol. Verificou-se que para as diferentes partes da
planta houve um aumento crescente na concentragao
de fenolicos totais, sendo que a menor concentragao en-
contrada foi para folha e maior para flor. Resultado que
esta de acordo com os dados encontrados por Queires e
Rodrigues (1998), os quais dosaram o teor de fenoélicos
totais em diferentes 6érgaos da Schinus Terebenthifolius,

popularmente conhecida como aroeira, e a flor foi o 6rgao
estudado que apresentou maior teor desses compostos.
Kraujaliset al. (2013) avaliaram o teor de fenolicos totais
em diferentes partes de Amaranthus spp., sendo que os
valores encontrados para folhas foram seis vezes supe-
riores em relacao aos ramos e similares as flores. Esses

Tabela 1. Teor de fenolicos totais em mg de acido
galico por grama extrato etanolico de diferentes
orgaos da planta Achillea millefolium L.

Extrato etandlico Fendlicos totais mg/g

Achillea millefolium L - ramos 2,42
Achillea millefolium L - folha 2,76
Achillea millefolium L - inflorescéncia 4,67
Achillea millefolium L - flores 6,87

dados foram estatisticamente analisados pelo teste de
Tukey, onde pode-se observar que o teor de fenolicos
totais na folha e inflorescéncia nao apresentam diferencas
estatisticamente significativas, j4 o ramo nao apresenta
diferenca significativa em relacao a folha e inflorescéncia,
porém a flor é estatisticamente diferente dos demais.
Para identificagdo dos provaveis compostos fendlicos
presentes nas diferentes partes de Achillea millefolium, os
extratos foram submetidos a analise cromatografica por
HPLC utilizando o método de Lima (2012). As figuras
1(a), 1(b), 1(c) e 1(d) apresentam o perfil cromatografico
dos extratos, bem como a sobreposicao dos padroes
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Figura 1(a). Cromatograma do extrato etanoélico (10% m/v) da flor de A. millefolium, com sobreposi¢ao do
cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solu¢do da mistura de padroes
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Figura 1(b). Cromatograma do extrato etandlico (10% m/v) puro da folha de A. millefolium, com sobreposigao do
cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solu¢do da mistura de padroes
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Figura 1(c). Cromatograma do extrato etanolico (10% m/v) puro da inflorescéncia da A. millefolium, com
sobreposicao do cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solu¢do da mistura de padrdes

analiticos de compostos fendlicos. O composto canferol (2007), que analisaram a composicao quimica da Achillea
foi identificado nas flores, folhas e ramo, quercetinana millefolium encontrando compostos como quercetina,
inflorescéncia, enquanto acido cafeico, quercitrina e flavona e acido cafeico. Huo et al. (2013) encontraram o
flavona apareceram apenas nas folhas. Resultados que composto quercetina na espécie Achillea millefolium. Dias et

corroboram com aqueles encontrados por Bendeck et al. al. (2013) encontraram canferol, quercetina e acido cafeico
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Figura 1(d). Cromatograma do extrato etanolico (10% m/v) puro do ramo da A. millefolium, com sobreposigao
do cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solucao da mistura de padroes

na espécie em estudo, confirmando a composi¢ao quimica
encontrada nas analises realizadas no presente estudo.
Os extratos obtidos das diferentes partes da planta
apresentaram atividade antioxidante frente ao radical
DPPH, variando de 21.0 +0.5% (folha) a 67.0 +0.% (flor). Em
relagao ao radical peroxil, todos os extratos apresentaram
agao inibitéria variando de 65.10 + 2.5% (folha) a 99.30 +
0.1 (flor). Esses dados foram estatisticamente analisados
pelo teste de Tukey, onde pode-se observar que a ativi-
dade inibitdria obtida pelos ramos e inflorescéncia nao

apresentam diferencas estatisticamente significativas,
ja a flor e a folha sdo estatisticamente diferentes entre
si e dos demais 6rgdos da planta. Ja frente ao radical
superoxido, apenas inflorescéncia e flor apresentaram
atividade inibitdria variando de 25.40 + 0.1% a 52.30 =+
0.1%, respectivamente. Sendo que estes foram analisa-
dos estatisticamente, e assim, apresentaram diferencas
significativas entre si. Estes dados podem ser melhor
observados na Tabela 2.

Keseret al. (2011) avaliou a atividade antioxidante de

Tabela 2. Atividade antioxidante frente aos radicais superdxido, DPPH e peroxil para extratos etanolicos obtidos
a partir de diferentes 6rgdos de Achillea millefolium.

Extrato etandlico 10%(m/v) Radical Superdxido Radical DPPH Radical Peroxil
Aquiléia - Folha -37.10+0.2 21.0 0.5 65.10£2.5
Aquiléia - Ramo -9.30+£0.5 64.0 £0.1 81.6+0.8

Aquiléia - Inflorescéncia 25.40+0.1 66.0+0.3 81.20+£1.2
Aquiléia - Flor 52.30+£0.3 67.0 £0.6 99.30 £ 0.1

extratos de flores, folhas e sementes da espécie vegetal
em questao frente aos radicais DPPH e superdxido,
sendo que todos os érgados vegetais estudados apre-
sentaram agao inibitdria. Resultados que dao suporte
aos encontrados no presente estudo. Trumbeckaitea et
al. (2011) avaliaram as propriedades antioxidantes dos

extratos de A. millefollium frente ao radical DPPH, o
ensaio revelou que a espécie apresenta atividade anti
-radicalar significativa, que foi atribuido a presenca de
compostos fenolicos na planta. Os dados de atividade
frente ao radical DPPH também foram estatisticamente
analisados pelo teste de tuckey, onde pode-se observar
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que a atividade inibitdria obtida nas flores e inflorescéncia
nao apresentam diferengas estatisticamente significativas,
ja o ramo e a folha sdo estatisticamente diferentes entre
si e dos demais drgaos da planta.

J& os extratos obtidos dos ramos e folhas, apresentaram
atividade pro-oxidante, variando de -37.10 + 0.1 a -9.30
+ 0.1, respectivamente. Resultado que esta de acordo
com o encontrado com por Zhao et al. (2006), em que a
atividade antioxidante de extratos etanélicos de cevada
foi avaliada frente ao radical superoxido, encontrando
atividades prooxidantes. Ainda segundo o mesmo autor,
alguns compostos fenolicos em determinadas faixas de
concentra¢des podem apresentar acao prooxidante ao
invés de atioxidante. Conclusao

Neste trabalho avaliou-se a composi¢ao quimica em
nivel de compostos fenoélicos para diferentes 6rgios da
Achillea millefolium, bem como a atividade antioxidante
frente aos radicais DPPH, superdxido e peroxil. Pode-se
observar que as diferentes partes das plantas apresentam
compostos como canferol, acido cafeico, quercitrina, fla-
vona e quercetina. Além disso, observou-se que a espécie
em questao apresenta consideravel atividade antioxidante
frente aos radicais avaliados. Este trabalho demonstra
que é de extrema importancia que se saiba qual érgao da
planta se esta avaliando, pois além de os mesmos terem
apresentando diferencas na atividade antioxidante, tam-
bém apresentaram diferengas na composicao quimica.
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