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RESUMO: O presente trabalho descreve a avaliagdo da atividade antioxidante e o doseamento de
polifendis totais das fragdes acetato de etila (AcOEt) e diclorometano (CH,Cl,) das folhas de Ipomoea
cairica L. Sweet, uma planta pertencente a familia Convolvulaceae. Essa espécie é conhecida
popularmente como corda-de-viola e ¢ utilizada na medicina popular brasileira, como anti-inflamatério e
antirreumatico. A atividade antioxidante foi determinada pelo método do DPPH e cada fragéo teve o IC,
calculado. O IC,, apresentou valores de 43,06 pg/mL para a fragéo CH,C,, e de 45,43 ug/mL para a
fragdo AcOEt. O contelido de polifendis foi determinado através da utilizagdo dos padrdes de acido
pirogalico e acido galico. Nesse trabalho nédo foi possivel estabelecer uma relagdo positiva entre a
quantidade de compostos fendlicos e a atividade antioxidante desempenhada pelas fragdes acetato de
etila e diclorometano, uma vez que ambas apresentaram comportamentos semelhantes frente ao
DPPH, mas distintos na quantificacéo de compostos fendlicos.

Descritores: Ipomoea cairica; Corda-de-viola; DPPH; Atividade antioxidante; compostos fenolicos;
Folhas.

IN VITRO ANTIOXIDANT POTENTIAL CONTENTS OF IPOMOEA CAIRICA L.
SWEET LEAVES

ABSTRACT: This work describes the antioxidant activity evaluation and determination of polyphenols of
ethyl acetate (EtOAc) and dichloromethane (CH,CI,) fractions of the leaves of Ipomoea cairica L. Sweet,
a plant belonging to the family Convolvulaceae. This species is popularly known as corda-de-viola and is
used in Brazilian folk medicine as anti-inflammatory and antirheumatic. The antioxidant activity was
determined by DPPH and each fraction was the IC calculated. The IC,, showed values of 43.06 ug/mL
for CH,CI, fraction and 45.43 ug/mL for the EtOAc fraction. The polyphenol content was determined
using the patterns pyrogallic and gallic acids. From this work was not possible to establish a positive
relationship between amount of phenolics compounds and antioxidant activity performed by ethyl
acetate and dichloromethane fractions. Both showed similar DPPH front, but distinct in the quantification
of phenolics compounds.

Descriptors: Ipomoea cairica; Corda-de-viola; DPPH; Antioxidant activity; Phenolics compounds;
leaves.
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Introdugéo

A familia Convolvulaceae possui cerca de 59 géneros, com mais de 1800 espécies. A
literatura descreve o isolamento de diversas classes de fitoconstituintes nessa familia, dentre
0s quais podem ser citados terpenoides, esterdides, flavondides, xantonas, alcal6ides, lignanas
e, mais recentemente, glicolipideos e ésteres de oligossacarideos.™ O género Ipomoea é o
mais representativo da familia, compreendendo cerca de 700 espécies que aparecem em
regides tropicais e temperadas. De modo geral, as espécies de Ipomoea sdo utilizadas na
medicina popular no tratamento das mais diversas enfermidades, tais como reumatismo,
artrite, hipertens&o, furinculos, doencas renais, desordens digestivas e disenterias. Em
estudos anteriores com outras espécies do género Ipomoea foram observadas diversas
atividades bioldgicas, entre estas, insulinogénica, hipoglicémica e anticancerigena. 4%

Ipomoea cairica L. Sweet, conhecida popularmente como corda-de-viola, é considerada
uma espécie invasora,® mas existem varios relatos da sua utilizagdo na medicina popular
brasileira. ™% A infuséo feita com as folhas é utilizada popularmente no tratamento de erupges
cuténeas, especialmente aquelas acompanhadas por febre.” Remédios preparados com as
raizes, além de serem utilizados para as condigdes clinicas citadas, também sdo usados na
hepatite e, tanto as folhas quanto as raizes de I. cairica, possuem uma agédo purgativa,?
havendo também relatos da utilizagdo dessa espécie como antidiarréico e antissifilitico®®, anti-
inflamatério’™ e antirreumatico.™ Embora I. cairica seja amplamente utilizada na medicina
popular, ndo existem informagdes na literatura sobre determinagdo de compostos fendlicos e
estudos relativos & atividade antioxidante.

O Thomas et al.” estudaram o dleo essencial dessa espécie e encontraram propriedades
larvicidas contra larvas de Culex tritaeniorhynchus, Aedes aegytpi, Anopheles stephensi e
Culex quinquefasciatus. As lignanas isoladas da espécie, trachelogenina e arctigenina,
apresentaram inibicdo da replica¢éo do virus da imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-1; cepas
HTLV 1lIB) in vitro." A arctigenina apresentou uma significativa atividade neuroprotetora ex vivo
contra toxicidade induzida por glutamato em cultura de células corticais de ratos.'?13

Os organismos vivos possuem sistemas antioxidantes endogenos para manter a
formag&o de radicais livres em niveis toleraveis.™ Estes sistemas ndo sao 100% eficientes, e
quando os danos a biomoléculas sdo excessivos, pode haver alteragbes de fungdes e morte
celular. Isso esta relacionado com varias patologias, particularmente com as degenerativas
associadas a idade, como doengas cardiovasculares, neuropatias e cancer.'> Por isso, o
consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes na maioria das
plantas, tem sido associado a uma menor incidéncia de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. '8

O melhor método de prevencao do estresse oxidativo € através de alimentagéo rica em
antioxidantes como a vitamina C e a vitamina E. A busca por substancias antioxidantes
naturais vem aumentando nos Ultimos anos, motivo pelo qual os centros de pesquisa e
industrias farmacéuticas tém investido cada vez mais neste tipo de pesquisa.™ Considerando a
importéncia de prevenir e combater os danos causados pelos radicais livres, a importancia das
fontes naturais de antioxidantes e a auséncia de estudos sobre a espécie em questdo, o
objetivo deste estudo foi determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fenolicos
nas fragdes CH,Cl, e AcOEt das folhas Ipomoea cairica.



Material e métodos

Materiais
Os solventes (etanol, diclorometano e acetato de etila) empregados foram de procedéncia
Merck (Darmstadt, Germany), especificacdo pro-analise ou entdo purificados por destilagao. O
etanol utilizado no processo extrativo foi de grau comercial. A dgua destilada empregada em
todos os procedimentos foi obtida por destilagdo no préprio laboratorio. Reagente de Folin-
Ciocalteau 2N, DPPH e carbonato de sodio foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA).

Coleta e extragdo do material vegetal:

As folhas de Ipomoea cairica foram coletadas em maio de 2008, em S&o Francisco de
Assis, Rio Grande do Sul. O material foi identificado pelo Prof. Dr. Renato Zachia, do
Departamento de Biologia da UFSM. O material testemunho esta depositado no Herbario do
Departamento de Biologia da UFSM catalogado sob o nimero de registro SMDB 12.268.

O material vegetal (192 g) foi seco ao ar livre, moido e triturado. A droga triturada foi
macerada a temperatura ambiente com etanol 70% (EtOH:H20 7:3, viv), sendo que o
macerado foi armazenado em frascos ambar e submetido a agitagdes diarias por um periodo
de sete dias. Ao final desse periodo o contetdo foi filtrado em algod&o, seguindo-se de
concentragdo em evaporador rotatdrio, a temperatura inferior a 40°C. Apos a eliminagdo do
etanol, o extrato bruto foi particionado através da extragdo sequencial utilizando como
solventes diclorometano (CH,Cl,) e acetato de efila (AcOE).

Avaliagdo da atividade antioxidante — DPPH:

Para a avaliagdo da atividade antioxidante foi utilizado o método fotocolorimétrico do
DPPH (2,2-difenil, 1-picrihidrazila), segundo Choi et al.'” Foram avaliadas as fragdes CH,Cl, e
AcOEt nas concentragdes de: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e 7,81 ug/mL em etanol (2,5 mL). A
2,5 mL de cada amostra, foi adicionado 1 mL da solu¢do de DPPH 0,3 mM em etanol. Ap6s 30
minutos a temperatura ambiente, foram realizadas as leituras das absorvancias em
espectrofotdmetro (Shimadzu-UV-1201) a 518 nm, onde o radical DPPH apresenta 0 méaximo
de absorgdo. Solugdo de DPPH (1mL; 0,3 mM) em etanol (2,5 mL) foi usada como controle
negativo e uma curva de acido ascérbico nas mesmas concentracdes das fragdes foi utilizada
como padrao (controle positivo).

Como controle negativo das solugdes amostra, empregaram-se solugdes preparadas de
modo idéntico, porém sem adicdo de DPPH. Etanol foi usado como branco. O ensaio foi
realizado em triplicata e o célculo da porcentagem de inibigdo da captagéo de radicais livres
pelo DPPH seguiu a equagéo:

% inibigo = 100 — [(ADS o5y~ ADSynce X 100]

Abs

controle
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Apb6s o calculo, foi construido um grafico de porcentagem de inibicdo versus a
concentracdo das fragdes.

Determinagéo de polifendis

A determinacdo de conteldos fendlicos totais foi realizada pelo método do Folin-
Ciocalteau'. 2 mL de Na,CO, 20% foi adicionado a um 1 mL de cada amostra (0,15 mg/mL), a
mistura foi deixada em repouso por 5 min antes da adi¢do de 0,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu 2N. Apos 10 minutos as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 730 nm,
em triplicata. O contetdo de polifendis totais foi expresso em miligramas equivalentes de acido
pirogalico por grama de planta seca (mg AP/g PS) e miligramas equivalentes de &cido galico
por grama de planta seca (mg AP/g PS). A equagéo obtida para a curva padrdo do acido
pirogalico foi y = 42,181x + 0,0454 (r = 0,9981) e do acido galico foi y = 15,635x + 0,0194 (r =
0,9996).

Resultados e discussoes

Os rendimentos das fragbes das folhas de Ipomoea cairica foram determinados, o valor
obtido para a fragdo AcOEt foi de 1,14% e para a fragéo CH,Cl, 0,94%.

Para a determinacdo da atividade antioxidante, foi analisada a capacidade das fragdes
CH,CI, e AcOEt em inibir a formag&o de radicais livres. Esta medida se da pela verificagdo da
descoloragdo da cor violeta da solugdo etandlica de DPPH em 518nm. Na presenca de
atividade consideravel contra radicais livres ocorre descolora¢do da solugao que passa a cor
amarela.””® A atividade antioxidante medida pelo DPPH pode ser relacionada a compostos
fendlicos presentes.'

Como padrdo, para o ensaio do DPPH, foi utilizado o &cido ascérbico que possui
atividade antioxidante comprovada. Sendo assim, ele pode ser usado como parametro para a
comparagdo das atividades encontradas para as fragbes analisadas.?® Em todas as
concentragbes analisadas, as fragbes CH,Cl, e AcOEt apresentaram comportamento
semelhante, sendo que nas concentragdes de 125 e 250 pg/mL as mesmas apresentaram
comportamento similar ao padrdo acido ascorbico (Fig. 1).
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Figura 1 — Percentual da atividade antioxidante do acido ascorbico (padréo) e das fragdes CH,Cl, e AcOEt das folhas de I.
cairica, avaliada pelo método do DPPH.



Como as fragbes diclorometano e acetato de etila, e o padrdo acido ascérbico
apresentaram uma atividade dose-dependente significativa, ou seja, as maiores concentragdes
das amostras apresentaram um maior percentual de inibigdo do radical DPPH, foi possivel
calcular ICq, (concentragéo capaz de inibir 50% da atividade do DPPH). O calculo do IC,, das
fracdes e do padrao acido ascorbico foi realizado através de calculos matematicos, resultando
numa concentracéo igual a 43,06pg/mL para a fracdo diclorometanica, 45,43ug/mL para a
fracdo acetato de etila e 12,66pg/mL para o padrdo (Tabela 1). A partir dos valores
encontrados no calculo do IC,, € possivel observar que as fragdes apresentam atividades
antioxidantes semelhantes, porém estas se mostram diminuidas em relagdo ao padrao acido
ascorbico.

ATabela 1 apresenta o contetido de polifendis nas fragdes CH,Cl, e AcOEt das folhas de I.
cairica determinado através dos padrdes de acido pirogalico e &cido galico. As substancias com
nucleo fendlico apresentam destaque especial como eficientes captadoras de radicais livres.
Por isso, muitos autores descrevem a relagéo positiva entre contetdos fendlicos e atividade
antioxidante utilizando DPPH e Folin-Ciocalteau como avaliagdes analiticas.'® 2! No presente
estudo, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo positiva entre a quantidade de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante desempenhada pelas fragbes acetato de etila e
diclorometanica. Este resultado foi semelhante ao obtido por Matthdus (2002)%, que investigou
a atividade antioxidante e compostos fenolicos de extratos obtidos a partir de diversas
oleaginosas com base em diferentes métodos para a avaliagdo da atividade antioxidante e de
fenolicos totais, incluindo o método DPPH e do Folin-Ciocalteau. Uma das razdes para a fraca
relagdo entre a quantidade de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante é, provavelmente,
o fato de que o método de Folin-Ciocalteau determina a soma de compostos fendlicos, enquanto que
os compostos fendlicos individualmente possuem respostas diferentes sobre o reagente Folin-
Ciocalteau e tém diferentes contribuicdes para a atividade antioxidante.

Visando esse aspecto, também comparamos 0 modo de expressar os resultados de fendis
totais com dois padrdes diferentes, o &cido galico e o acido pirogélico. A quantidade de fendis
expressa em acido galico foi inferior quando comparada com a quantificagdo expressa em acido
pirogalico (Tabela 1). E dificil escolher padrées adequados para a quantificagéo de fendis totais em
extratos de plantas devido a diversidade do grupo dos compostos fendlicos e suas diferentes
respostas aos métodos de determinagao destes. Assim, s6 é possivel se chegar a equivalentes da
presenga de compostos fendlicos. Para uma explicagdo mais aprofundada dos efeitos das fragbes
sobre os métodos que dosam compostos fendlicos, primeiro seria necessario caracterizar 0s
compostos fendlicos individualmente e, segundo, escolher 0 melhor padrao a ser usado no método
de Folin-Ciocalteau.?

Tabela 1 — Doseamento de fendis e IC,, das fragSes das folhas de Ipomoea cairica

Fragbes/Extrato Fendis Fendis IC,,
(mg AP/g PS) (mg AG/g PS) (Hg/mL)
Acido ascorbico - - 12,66 + 1,30a
CH,CI, 46,60 38,21 43,06 +0,71b
AcOEt 37,44 13,47 4543 +0,24c

Cs, = concentragao necessaria para inibir 50% da atividade oxidante, resultados expressos em média + desvio padréo. Letras
diferentes diferem entre si pelo teste Tukey p < 0,005.
AP = Acido pirogalico, AG = Acido galico, PS = planta seca.
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Os resultados encontrados em nosso estudo indicam que essa espécie possui
substancias quimicas antioxidantes capazes de capturar radicais livres. Estas substancias séo
promissoras para estudos que visam a prevencdo de doengas decorrentes do estresse
oxidativo. No entanto, o teste do DPPH n&o permite uma precisa definicdo dos efeitos
antioxidantes por se tratar de uma metodologia in vitro?®. Sabendo-se que a atividade de
extratos de plantas ndo pode ser avaliada somente por um método,'” torna-se necessario um
estudo in vivo para determinar se esta planta medicinal podera ser utilizada para este fim com
eficacia.

Concluséao

As fragbes AcOEt e CH,CI, das folhas de Ipomoea cairica apresentaram atividade
antioxidante semelhantes entre si, sendo que as fragdes nas maiores concentragdes testadas
(250 e 125 ug/mL) apresentaram atividade similar ao padréo acido ascérbico. O doseamento
de polifendis mostrou que as duas fragdes apresentam compostos fendlicos e que eles estdo
em maior concentracdo na fragéo diclorometano. Com base nesta informagéo, pode-se dizer
que na fragéo acetato de etila existem outros compostos que apresentam agao antioxidante e
assim, elevam sua atividade, tornando-a semelhante & encontrada para a fragéo
diclorometanono pelo método do DPPH. I. cairica € promissora quanto a sua utilizagéo para
fins antioxidantes, porém, necessita de mais estudos a seu respeito a fim de garantir a
seguranga do seu uso.
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