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POTENCIAL ANTIOXIDANTE INVITRO, CONTEUDO DE FENOI SE FLAVONOIDESNOS
RAMOSDE SCUTIABUXIFOLIA REISSEK

I n vitr o antioxidant potential, phenolic and flavonoids contents of Scutia buxifolia Reissek twigs

Aline Augusti Boligon?, Bruna Ribeiro Magoga?, Andrieli Cassel Feltrint, Vanessa Janovik®, Margareth Linde Athayde*

RESUMO

O presente trabalho descreve a avaliagdo da atividade antioxidante pela metodologia do radical livre DPPH, o doseamento
de polifenéis pelo méodo de Folin-Ciocalteau e teor de flavondides no extrato bruto e nas fragdes dos ramos de Scutia
buxifolia (coronilha). O contetido de polifenéis e flavondides variaram de 102,02 + 0,71 a 318,82 + 1,62 miligrama de
acido pirogdlico por grama de planta seca e 83,47 + 0,93 a 140,71 + 2,14 miligrama de rutina por grama de planta seca,
respectivamente. O 1C,,, concentragéo necesséria para inibir a atividade do DPPH em 50% foi: extrato bruto > CH,CI, >
AcOEt > n-BuOH. No presente estudo foi possivel estabelecer uma alta correlacdo positiva entre compostos fendlicos das
fragBes e a atividade antioxidante destas (0,99). Estes resultados indicam que S. buxifolia possui substancias quimicas
capazes de capturarem radicais livres, compostos promissores na busca de farmacos antioxidantes contra doengas decor-
rentes do estresse oxidativo, sendo as fragdes n-BuOH e AcOEt as mais efetivas.
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SUMMARY

This work describes the antioxidant evaluation through the DPPH free radical methodology, the determination of
polyphenol dosage by the method of Folin-Ciocalteau and the content of flavonoids in crude extract and fractions of the
Scutia buxifolia twigs (coronilha). The content of flavonoids and polyphenols ranged from 102.02 + 0.71 to 318.82 +
1.62 milligram of pirogallic acid per gram of dry plant and 83.47 + 0.93 to 140.71 + 2.14 milligram of rutin per gram of
dry plant, respectively. The IC,; required concentration to inhibit the activity of DPPH at 50% was. crude extract >
CH,CI, > AcOEt > n-BuOH. In this study it was established a high positive correlation between fractions of phenolic
compounds and antioxidant activity of these (0.99). These results indicate that S. buxifolia has chemicals that are able to
catch free radicals, promising compounds in the search for antioxidant drugs against diseases from oxidative stress, being
the n-BuOH and AcOEt fractions the most effective ones.
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INTRODUCAO

A espécie Scutia Buxifolia pertence afamilia Rhamnaceae e toleraveis. Estes sistemas ndo sio 100% efici entes, pois
é conhecida popularmente como coronilha. E nativa da América quando os danos a biomoléculas sfo excessivos, ees podem
do Sul, ocorrendo principalmente no Rio Grande do sul, Argentina levar dteragBesdefungdesemortecelular. 1sso estarelacionado
e Uruguail’ 2, sendo usada popularmente como cardiotdnica, com vérias patologias, particularmente com as degenerativas
hipotensora e diurética através da infusdo em agua da casca do associadas com a idade, como doencas cardiovasculares,
caule’. neuropatias e cancer”. Por iss0, 0 consumo de antioxidantes

Os organismos vivos possuem sistemas antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes na maioria
enddgenos para manter a formagdo de radicais livres em niveis das plantas, tem sido associado a uma menor incidéncia de
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doengas relacionadas ao estresse oxidativo’. O melhor método de
prevencdo € através de alimentag&o rica em antioxidantes como a
vitamina C e a vitamina E. A busca por substancias antioxidantes
naturais vem aumentado nos Ultimos anos, motivo pelo qua, os
centros de pesquisa e indlstrias farmacéuticas tém investido cada
vez mais neste tipo de peequisas.

As plantas, assm como os animais, tém em substancias do
metabolismo especiad, como terpenos oxidados, taninos, fendis,
dcal6ides, lignanas, cafeina e aminas, seus principais sistemas
antioxidantes”. Essas substancias também contribuem com
diversas fungdes ecologicas de extrema importancia nas relagdes
de competicdo nos ecossistemas terrestres, como polinizagéo,
alelopatia, defesa contra herbivoros e patégenosg’g.

Os vegetais sao fontes de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais utilizados para sintese de inimeros
farmacos. Embora cerca de 100.000 compostos oriundos de
plantas tenham sido identificados, as fontes de metabdlitos
secundérios parecem ser inesgotavels em relaggo as possibilidades
de se encontrar novas e diferentes estruturas com atividades
importantes a terapéutica e & agri cultura’. O Brasil possui amaior
diversidade genética vegetd do mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000, devido a esta grande diversidade de espécies, aumentam-
se as chances de identificagdo de substancias do metabolismo
vegetal com atividades farmacol 6gicas e descobrimento de novos
avos biolégicosu.

Osrradicais livres s8 moléculas muito reativas derivados de
oxigénioenitrogénio, formadosfisiologicamente no corpo humano.
Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes
de retardas ou inibir a oxidag&o de substratos, podendo ser
enziméticos ou ndo enziméticos, tais como &tocoferal, &-caroteno,
&cido ascoérbico, compostos fendlicos e flavondides .

O objetivo deste estudo foi determinar a atividade
antioxidante, o teor de compostos fendlicos e de flavondides no
extrato bruto e nas fragdes dos ramos de Scutia buxifolia.

MATERIAL E METODOS

Coleta e extragdo do materia vegeta:

Osramosde Scutia buxifolia foram coletados em outubro de
2007, no municipio de Dom Pedrito, no estado do Rio Grande do
Sul (coordenadas 30°59'09''S e 54° 27° 44’ W). O material
testemunho (exsicata) estd depositado no herbario do
Departamento de Biologia da UFSM catalogado sob o nlimero de
registro SMBD 10919.

O materia vegetal (593,83 g) foi seco ao ar livre e moido e
triturado. O extrato foi obtido através da macerac&o hidroalcdolica
(EtOH:H20 7:3, viv) do materia que foi colocado em recipiente
fechado e recoberto com o solvente, o macerado foi submetido a
agitagBes manuais didrias, por um periodo de sete dias. Ao fim
desse periodo o contetido foi filtrado em algoddo, seguindo-se de
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concentragdo em evaporador rotatério, a temperatura inferior
a 40°C. Apos a diminagdo do etanol, o extrato bruto foi
particionado através da extragdo seqiiencial utilizando
solventes de polaridade crescente: diclorometano (CH Cl ),
acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH). $e

Andlise fitoquimica preliminar:

O screening fitoquimico dos ramos foi realizado como
uma avaliagdo preliminar das classes de compostos presentes
na planta. Esta andlise fitoquimica seguiu a técnica descrita
por Moreira (1979)13, abrangendo uma série de reagdes de
caracterizagdo (qualitativa) para extrato aquoso.

Avadliacdo da atividade antioxidante — DPPH:

Para aavdiaco da atividade antioxidante foi utilizado o
método fotocolorimétrico do DPPH (2,2-difenil,1-
picrihidrazila), segundo Choi et a."”. Foi utilizado o extrato
bruto e as fragbes CH Cl , AcOEt e n-BuOH nas
concentragdes de: 250; 125;2 62%5; 31,25; 15,62 e 7,81 ig/mL
em etanal (2,5mL). A 2,5mL de cada amostra, foi adicionado
1mL dasolucdode DPPH 0,3mM em etanol. Apds 30 minutos,
foram feitas as leituras, em espectrofotéometro (Shimadzu-
UV-1201) das absorbancias a 518nm, onde o radical DPPH
apresenta o méximo deabsor¢do. Umasolugdo de DPPH (1mL;
0,3nM) em etanol (2,5mL) foi usada como controle negativo
e uma preparagdo de &acido ascorbico como padrdo (controle
positivo), nas mesmeas concentragdes das amostras. O etanol
foi usado para zerar o espectrof otdbmetro, tendo como brancos
as solugBes testes de cada amostra (sem adi¢do do DPPH),
visando minimizar a interferéncia de componentes das
amostras na leitura. O ensaio foi redizado em triplicata e o
célculo da atividade antioxidante seguiu a equagao:

%inibicdo = 100 —| Abs

amostra

—Abs  x 100
branco

Abs

controle

Onde: Abs € a absorbancia da fragdo e do extrato
bruto; Abs éaéweirgsorbmcia das fragBes e do extrato bruto
sem adi(;éobrdmci0 DPPH eAbs éaabsorbancia dasolugéo de
DPPH em etanol. e

Foi calculadaa percentagem deinibicdo do radical DPPH
e construido um gréfico de porcentagem de inibigdo versus a
concentracdo do extrato e das fragdes.

Determinacgo de polifendis:

A determinago de conte(idosfendlicos totasfoi redlizada
pelo método do Folin-Ciocalteau” na concentragdo de 0,15
mg/mL para as fragBes e o extrato bruto. As absorbancias
foram medidas em espectrof otdmetro no comprimento deonda
de 730nm, em triplicata. O contetido de polifendis totais foi
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expresso em miligramas equivalentes de &cido pirogdlico por grama
de planta seca. A equag&o obtida para a curva padréo do &cido
pirogdlico foi y = 34.443x — 0.0942 (r = 0.9994). As médias
obtidas para cada fragdo foram comparadas entre s pelo teste de
Tukey em 5% de probabilidade de erro.

Doseamento de flavondides:

A determinag&o do teor de flavondides foi redlizado segundo
0 método descrito por Woisky e Salati nom, a 1mL de uma solugéo
daamostra (150pg/mL) das fragBes e extrato bruto de S. buxifolia,
foram adicionados 0,5mL de uma solugéo deAICI3 2%. Apos 15
minutos, as absorbancias foram lidas em 420nm. Os testes foram
realizados em triplicata e para o cdlculo do doseamento de
flavondides utilizou-se a curva padréo de rutina (Y = 20,394x —
0,2033 (r=0,9997). Osteores de flavondides foram determinados
em miligrama de rutina por grama de planta seca.

RESULTADOSE DISCUSSAO
O rendimento das fragBes dos ramos de S. buxifolia esta

representado na Tabela 1, 0os maiores rendimentos foram obtidos
para a fraco n-BuOH, seguido da fracdo AcOEt e CHZCIZ.
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Tabela 1 — Rendimento expresso em gramas e percentagem
paraas fragdes dosramosde  Scutia buxifolia Reissek.

Fraches Rendimento das frages (gramase %)
CH,CI, 1,0172g (0,17%)
AcOEt 1,6923g (0,28%)
n-BuOH 4,2933g (0,72%)

A capacidade de inibir a formac&o de radicais livres é
medida pela descoloragdo da solugdo etandlica pelo DPPH
segundo o método descrito por Choi et a A solucdo de
DPPH absorve nabanda de518 nm que medea intensidade da
colorag@o violeta. Na presenca de boatividade contraradicais
livres ocorre descol a'a(;éoﬂ. A atividade medida pelo DPPH é
usada muitas vezes como parémetro para avaliar o poder
antioxidante de extratos de plantas in vitro, que pode ser
relacionada a compostos fendlicos e flavonoides presentem.

Em nosso estudo foi encontrado 96,35% e 95,83% de
inibicdo do DPPH na concentragdo de 250 ig/mL, para n-
BuOH e AcOEt, respectivamente. Essas fragOes gpresentaram
uma atividade rapida e forte, uma vez que, na menor
concentragdo (7,81ig/mL) foi muito significativaessa dividade,
representando 67,99% de inibi¢do para a fragdo n-BuOH e
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FIGURA 1-Percentual da atividade antioxidante do acido ascorbico (padréo), do extrato bruto e das fragdes CH ZCIZ, AcOEt, n-BuOH

dosramos de Scutia Buxifolia.

58,31% para AcOEt, este comportamento ndo ocorreu com a
fracdo CH Cl quenamenor concentraggo apresentou umainibicdo
de 26,490/1 (%igura 1). Este comportamento pode ser entendido
pela concentragdo dessas fragbes que apresentam compostos com
propriedades polares, como é o caso de compostos fendlicos e
flavondides, os quais possuem comprovada atividade antioxidante.
Vé&rios trabahos mostram a maior poténcia de extratos de fragéo
n-BuOH e AcOEt em testes de atividade antioxidante. Tseng et
al.lg, fazendo uso do mesmo ensaio (DPPH) em extratos de folhas
de Hibiscos sabdariffa, testaram extratos de vérias polaridades e
foi constatada que afragdo AcOEt gpresentavamaior porcentagem
no indice de inibiggo.
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Tendo em vidta a atividade antioxidante demonstrada
nas fragdes, o IC (indice que descreve a concentragéo
necesséria para inibir a atividade do DPPH em 50%) para o
extrato bruto, as fragdes e para o cido ascorbico foi caculado.
o} IC50 dafracdo CH 2CI2 foi obtido através da equagdo dareta
y=0,8559x + 25,816 (R = 0,9998), considerando os quatro
primeiros pontos da curva, resultando no IC50 de 21,78 +
1,23 pg/mL. Para o extrato bruto a equacdo obtida foi y =
0,6879x + 30,2109 (R = 0,9982), com IC50 de 34,57 £ 0,98.

Para 0 &cido ascorbico e as fragdes ACOEt e n-BuOH, o
IC foi estimado matematicamente a partir da primeira
concentrago utilizada(7,81pg/mL), que demonstrou atividade
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antioxidante préximaou superior a50%, ja que para essas fragies
e para o &ido ascorbico ndo foi possivel demonstrar linearidade
nas demais concentragles testadas. O IC50 estimado para a fragdo
n-BuOH e AcOEt foi de 5,74 + 0,40 mg/mL e 6,69 + 0,76,
respectivamente (Tabela 2). O &cido ascorbico, cuja atividade
antioxidante é bastante documentada, apresentouum IC  de 15,98
+0,12 mg/mL. ?

As fragdes n-BuOH e AcOEt apresentaram IC  inferiores
ao do acido ascérbico, demonstrando uma excel entstoa atividade
antioxidante, superior aguela manifestada pelo &cido ascorbico.
Esses baixos valores de IC50 evidenciados nas fracOes de S.
buxifolia, sugerem a presenca de compostos com forte atividade
antioxidante, principalmente nas fragdes n-BuOH e AcOEt. Estes
resultados sdo semelhantes aos reportados por Tung et al.zo,
andisando a capacidade antioxidante de fragBes obtidas das raizes
de Acécia confusa pelo método do DPPH, onde os autores

descrevem as melhores atividades antioxidantes e os menores
vaoresde IC para as fragdes ACOEt e n-BuOH.

A Tabelsoa 2 apresenta os contelidos de polifendis e
flavondides do extrato bruto e das fragBes dos ramos de S.
buxifolia. Os resultados indicam que a concentragdo destes
compostos foi n-BuOH > AcOEt > CH Cl > Extrato bruto.
E bem documentada a concentracio supériozr defendlicos nas
fragBes n-BuOH e AcOEt quando os extratos sdo fracionados
com solventes de polaridade crescente Lonz.

Vé&rios autores descrevem uma positiva correlagdo entre
contedidos fendlicos e atividade antioxidante usando DPPH e
Folin-Ciocateau para as andlises” . No presente estudo
foi possivel estabelecer uma alta correlagdo positiva entre
compostos fendlicos das fragBes com a atividade antioxidante
destas (0,99).

Tabela 2 — Doseamento de polifendis (P), flavondides (F) e IC50 do extrato bruto e das fragdes dos ramos de Scutia buxifolia Reissek.

Fracdes/Extrato P (mg AP/g PS) + DP F (mg Rut/g PS) = DP IC50

Extrato bruto 102,02 £ 0,71 a 83,47 + 0,93 a 34,57 £ 0,98
CH ClI 121,59 £ 0,66 b 93,21 +1,23 b 21,78 + 1,23
Ac(;Et2 315,14 +1,20 c 137,28 +0,39 ¢ 6,69 + 0,76
n-BuOH 318,82 +1,62 c 140,71 £ 2,14 c 5,74 + 0,40

* Médias seguidas por letras diferentes diferem entre s pelo teste Tukey em 5% de probabilidade de erro.
AP = Acido pirogdlico, Rut = rutina, PS = planta seca e DP = desvio padréo da média
IC = concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade oxidante (ug/mL).
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A Avdiagdofitoquimicapreliminar (screening) de S buxifolia
indicou a presenca de cumarinas, &cidos organicos, heterosideos
flavonicos, heterosideos cianogénicos, fendis e alcaléides. A
presenca de flavondides e heterosideos cianogénicos encontrados
no screening preliminar justificam a boa atividade antioxidante e
elevados contelidos fendlicos.

Os resultados encontrados em nosso estudo indicam que
essa espécie possui substancias quimicas capazes de capturarem
radicais livres, compostos promissores na busca de farmacos
antioxidantes que previnem doengas decorrentes do estresse
oxidativo. No entanto, o teste do DPPH ndo permite uma precisa
definicdo dos efeitos antioxidantes por se tratar de uma
metodologiain vitro™. Sabendo-se gue 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 poderd ser utilizada industriamente.

CONCLUSAO

Os baixos valores de IC  encontrados para as frages n-
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BuOH eAcOEt indicam uma forte atividade antioxidante, um ato
conteido de polifendis e de flavondides nos ramos de Scutia
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buxifolia, estas fracBGes serfo priorizadas para ensaios
biodirecionados visando o isolamento destes compostos.
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