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RESUMO: Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante e
citotoxico das folhas de Eremanthus erythropappus e identificar os principais
constituintes por CG/EM e pelo método de bioautografia antioxidante. Os extratos
das folhas de E. erythropappus foram testados frente ao radical DPPH, sendo que o
extrato em diclorometano apresentou resultado mais significativo com ICsq 28,6
HMg/mL, seguido do hidroetandlico com ICsy 34,3 pg/mL. Somente o extrato em
diclorometano apresentou citoxicidade frente a Artemia salina com Clsy, 64,7
pug/mL. Por meio do teste de bioautografia foi possivel identificar cumarinas e,
principalmente, flavonoides como as principais classes antioxidantes de E.
erythropappus. A andlise por CG/EM identificou no extrato em hexano as seguintes
substancias majoritarias f-amirenol, acetato de g-amirenil, friedelina, B-cariofileno,

aristoleno e Oxido de cariofileno.

PALAVRAS-CHAVE: Eremanthus erythropappus, antioxidante, 1lavondides,

bioautografia, Asteraceae.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the potential antioxidant and cytotoxic of
Eremanthus erythropappus leaves and identify the principal components by GC /
MS and the antioxidant bioautography method. The extracts from the E.
erythropappus leaves were tested against the DPPH radical, of which the
dichloromethane extract showed most significant result with ICsp 28.6 pg/mlL,
followed by hydroethanolic extract with ICsy 34.3 pug/mL. Only the dichloromethane
extract showed cytotoxicity against the Artemia salina with LCsy 64.7 pg/mL.
Through the bioautography test were identified coumarins and mainly flavonoids as
antioxidants major classes of E. erythropappus. The analysis by GC/MS identified in
the hexane extract the following majority compounds B-amyrenol, g-amyrenyl

acetate, friedelin, B-caryophyllene, aristolene and caryophyllene oxide.

KEYWORDS: Eremanthus erythropappus, antioxidant, flavonoids, bioautography,

Asteraceae.

INTRODUCAO rapida o surgimento de novos

A utilizagdo de plantas medicamentos no mercado®.

medicinais no tratamento de Para a descoberta de um novo

enfermidades ocorre desde o inicio da
humanidade®™).  Atualmente  esta
pratica vem aumentando a cada dia,
mesmo com o0 avanc¢o da medicina. A
maior parte da populacdo dos paises
em desenvolvimento utiliza as plantas
medicinais e medicamentos
fitoterapicos na atencdo primaria a
satde®.

Com a crescente utilizacdo das
plantas medicinais aumenta também
o interesse cientifico a fim de se
avaliar o valor terapéutico, o risco e a
toxicidade®. Devido o0s avancos
tecnolégicos da ultima década, a
maneira de se pesquisar compostos
ativos sofreu grandes mudancgas,

podendo propiciar de forma mais

farmaco a diversidade quimica dos
compostos a serem selecionados é de
muita importéancia, sendo a triagem
de extratos naturais uma das grandes
estratégias. A maioria das substancias
bioativas encontradas em produtos
naturais sao de baixo peso molecular
e grande complexidade estrutural,
facilitando a absorcao e
metabolizacdo, o que é importante
para uma nova droga, além de
possuirem mecanismos de acao
diferentes das drogas sintéticas®™.
Eremanthus
(DC) McLeisch,

Vanillosmopsis erythropappa Schultz-

erythropappus

sinonimia

Bip pertence a familia Asteraceae, é
popularmente conhecida como

“candeia-da-serra”. Florestas nativas



Soares, T.V. Fabri, R. L. Revista Eletronica de Farmacia Vol. VIII (3), 41 - 52, 2011

do territério brasileiro apresentam
grande diversidade de espécies,
dentre elas estd E. erythropappus
(DC) McLeisch®. Em Minas Gerais, a
espécie predomina no alto das Serras
da Mantiqueira e do Espinhaco!®. De
acordo com Souza et al.””? sua
madeira apresenta um  grande
potencial econ6mico, ndo somente
pelo uso tradicional, mas também por
possuir Oleos essenciais, o qual o
principal constituinte é o ag-bisabolol,
tendo ja descritos as propriedades
antiflogistica, antibacteriana,
antimicética e dermatoldgica.
Popularmente é utilizada como
cicatrizante, no combate as infeccGes
e no tratamento de Ulceras
pépticas®.

Nos Ultimos anos, uma
quantidade substancial de evidéncias
tem indicado o papel chave dos
radicais livres e outros oxidantes
como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas
degenerativas associadas ao
envelhecimento®. A pesquisa por
agentes antioxidantes naturais
presentes nos vegetais, tanto para
fins terapéuticos, como para
conservacdao de alimentos tem sido
objeto de grande interesse. Ha
evidéncias consistentes da acdo
protetora dos antioxidantes naturais
contra os efeitos deletérios do
estresse oxidativo decorrente do
ataque dos radicais livres aos

sistemas celulares®,

A fim de se descobrir novas
substancias bioativas, alguns modelos
simples de testes bioldogicos tém sido
utilizados. Dentre eles, o bioensaio de
toxicidade com Artemia salina (“Brine
Shrimp Test” BST) o qual vem
sendo utilizado para selecdo de
extratos de plantas com substancias
de potencial farmacoldogico. Esse
microcrustaceo marinho fornece um
bom modelo para estudos de
bioatividade de extratos vegetais e
produtos naturais devido a rapidez do
seu crescimento, ao baixo custo de
criacdo e manutencdao em condigdes
de laboratério®.

Este estudo teve como objetivo
identificar os principais constituintes e
avaliar o potencial antioxidante e
citotoxico de Eremanthus

erythropappus.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As folhas de Eremanthus
erythropappus (DC) MclLeish foram
coletadas em Juiz de Fora, MG, Brasil.
A espécie foi previamente identificada
pela Dra. Fatima R. Gongalves
Salimena. A exsicata desta espécie
esta depositada, sob o n® 25363, no

Herbario CESJ da UFJF.
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Preparo dos extratos

O material coletado foi
submetido a secagem a 50°C, sob
ventilacdo, até perda de 90 a 95% de
sua umidade. O material botanico
(400 g) foi triturado em moedor
elétrico BMC-0022 e pulverizado em
tamis de malha 80. O extrato foi
obtido por maceragdo estatica com
etanol durante um periodo de duas
semanas com seis trocas de solvente.
Apds este tempo, o solvente foi
removido por rotaevaporagao.

O extrato etandlico (EEE) (1,20
g) foi ressuspendido em EtOH: Agua
(8:2 v/v) e, em seguida, particionado
com solventes de polaridade
crescente: hexano e CH,Cl,, obtendo
hexanico (EEH),
diclorometanico (EED) e hidroalcoodlico
(EEH;i). Os

evaporados e as particbes foram

0s extratos
solventes foram
pesadas e mantidas sobre
refrigeracdo até o momento da

realizacdo dos ensaios fitoquimicos e

bioldgicos.

Fracionamento cromatografico

O extrato EED (200 mg) foi
fracionada usando coluna
cromatografica em silica-gel (Merck,
70-230 mesh ASTM) de tamanho 48 X
1,5 cm, com gradiente crescente de
eluicao (CH,CIl,, CH)Cl, - MeOH, e
MeOH). As fracdes obtidas foram

analisadas por cromatografia em

camada delgada (CCD) e agrupadas
de acordo com o perfil cromatografico
em 6 fragOes. Estas fracOes foram
concentradas a pressdao reduzida,
rotatorio,

utilizando evaporador

pesadas e mantidas sobre
refrigeracdo até a realizacdo dos
testes fitoquimicos e biolégicos.
Cromatografia gasosa/
Espectrometria de massas, GC/MS

Visando identificar as
substancias de EEH, a mesma foi
analisada por cromatografia Gasosa
(CG) realizada num cromatégrafo
Hewlett Packard 6890 Series, coluna
capilar de silica fundida HP-5 (5%
difenil e 95% dimetilpolisiloxano, 60m
x 0,25mm, 0,25 um de espessura do
filme); hélio como gas de arraste;
temperatura programada de 70°C a
2900C (2°C/min); temperatura do
injetor a 270°C e temperatura do
detector de 300°C, acoplado a um
espectrometro de massas (Hewlett-
Packard 5972) com 70 eV, fonte de
ions a 250°C equipado com EI.
Avaliacao da atividade
antioxidante (DPPH)

O método de Brand-Williams™
tem por base a reducao do radical
(DPPH),

que apresenta um maximo de

2,2'-difenil-1-picrihidrazilo

absorcao a 517-520 nm. Ao fixar um

H', abstraido do antioxidante em
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estudo, observa-se uma diminuicao
da absorvancia, o que permite
calcular, apdés o estabelecimento do
equilibrio da reagdo, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir 50%
do DPPH. Para realizagao desse teste,
as amostras foram solubilizados em
MeOH (1,0 mg/mL) e diluidas em
solugdo metandlica do radical DPPH
(50 pmol/L)

concentragcdbes de 250,0 a 0,12

(Sigma) nas

Mg/mL. Apdés um periodo de 30
minutos, foram realizadas as leituras
das absorvancias das amostras e do
branco (MeOH + DPPH) em
espectrofotometro a 515nm. A Cls,
que € a concentragdo da amostra
necessaria para reduzir em 50% a
concentracdo inicial do DPPH foi
calculado utilizando o programa
estatistico Probit. Desta forma, quanto
menor o valor de ClIsg, maior a
atividade antioxidante do composto.
Rutina (Sigma) foi utilizada como

controle positivo.

Teste de Bioautografia

O método da bioautografia
realizado neste estudo seguiu o
protocolo descrito por Gu et al.(9,
Vinte microlitros das amostras na
concentracdo de 4 mg/mL foram
aplicados em cromatoplacas de silica
gel 60 F 254 (Merck) (7 x 5 cm) e
eluidas com CH,Cl, e CH,Cl,:CH5OH
(9,5:0,5 v/v), respectivamente para
EED; e EED,; EEDs- EEDs.

Para verificar a atividade
antioxidante utilizou 2,54mM DPPH
em CH3;OH, sendo borrifados nas
placas apds a eluicdo. Os resultados
foram observados sob luz visivel e luz
UV (366nm). O fator de retencdo (Rf)
foi calculado para cada banda que
apresentou zona de inibicdo do radical
DPPH. Cromatoplacas de referéncia
foram desenvolvidas em silica gel 60
F 254, a fim de se identificar qual (is)
a(s) classe(s) de fitoconstituintes
bioativos estavam presentes nas
amostras. Foram  utilizados os
seguintes reveladores: acido
sulfarico:vanilina, como revelador
universal;, KOH 10% (reativo de
Borntrager), para identificacdo de
antraquinonas e cumarinas;
Dragendorff, para alcaloides; NP/PEG,
para flavonoides e Liebermann-
Burchard, para identificacdo de
esteroides e triterpenos (Fabri et al.,
2011). Todos os testes foram
realizados em duplicatas e
comparados com uma amostra padrao

(EED).

Avaliacdo da atividade citotoxica

A presenca de constituintes
citotdxicos foi avaliada utilizando-se a
metodologia proposta por Meyer et
al.*V,  Larvas de Artemia salina
(nauplios), obtidas a partir de ovos
utilizados como ragao para peixes
ornamentais (TROPFISH®), foram

colocadas para eclodir em aquario
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com agua do mar artificial arejada
durante 48h. As amostras foram
solubilizadas em &gua do mar
artificial, com a ajuda de um diluente
(DMSO 1%). Os testes foram
realizados em tubos de ensaio com 10
nauplios, preenchidos com 4,5 mL de
agua do mar artificial e 0,5 mL do
material a ser avaliado. As amostras
foram testadas nas concentracdes de
1000, 500, 100, 50 e 10 pg/mL. Apds
24 horas foram contados os individuos
vivos nas diferentes concentragoes.
Timol (Vetec) e a agqgua do mar
artificial + DMSO 1% foram usados
com controles positivo e negativo,
respectivamente. Os testes foram
realizados em triplicata. Os resultados
foram expressos em ClLso
(concentragdo necessaria para matar
50% dos nauplios) que foi calculado

pelo programa estatistico Probit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de ndo representar as
condicdes semelhantes aos processos
gue ocorrem in vivo, o método
colorimétrico para avaliar a atividade
antioxidante contra o radical DDPH
representa um método simples e
rapido para detectar a presenga de
substancias com tais propriedades em
extratos vegetais.

O DPPH ¢é wum cromoforo
extremamente estavel e conforme vai
sendo reduzido por um antioxidante,
seu elétron se torna emparelhado e a

absortividade  desaparece®, Os

antioxidantes sao capazes de
interceptar os radicais livres gerados
pelo metabolismo celular ou por
fontes exdgenas, impedindo o ataque
sobre lipideos, os aminoacidos das
proteinas, a ligacdo dupla dos acidos
graxos poliinsaturados e as bases de
DNA, evitando a formacao de lesOes e
perda da integridade celular,
protegendo as células dos efeitos
prejudiciais causados pelas espécies
reativas®®.

O potencial antioxidante e
citotdxico dos extratos das folhas de
Eremanthus erithropappus foi
avaliado, a fim de selecionar a
amostra mais ativa para
fracionamento cromatografico (Tabela
1). O extrato EED foi o que
apresentou melhor resultado com ICsq
28,6 nug/mL, seguido de EEHi com ICsg
34,3 pg/mL. Os extratos EED e EEHi
apresentam de média a alta
polaridade, respectivamente, o qual
favorece a presenga de compostos
fenolicos como flavonoides, que
possuem atividade antioxidante
investigada a varios anos!#14),

No teste de citotoxicidade o
extrato EED de E. erythropappus
apresentou atividade frente a Artemia
salina com ClLsg 64,7 pg/mL (Tabela
1). Souza et al.”? em seu estudo
atividade

também verificou a

citotdxica do extrato em
diclorometano. Entretanto em nosso
trabalho nao houve toxicidade do

extrato em hexano, diferente do
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observado por esses autores. Os
resultados desse bioensaio tém
demonstrado uma boa correlagdao com
a atividade antitumoral, sendo,

portanto indicado para a triagem

preliminar de plantas com tal
atividade®®. H& relatos de correlagdo
com outros testes farmacoldgicos,
dentre eles atividade pesticida’®,

tripanomicida™® e antimalaricos*®,

Tabela 1: Rendimento (% p/p), atividade antioxidante e citotdéxica do extrato

etandlico e particOes de E. erythropappus.

Amostra Rendimento

Ensaio DPPH

Atividade Citotoxica

(% p/p)? ICso (Hg/mL)" CLso (g/mL)"
EEE 101,4 (86-119,7) >1000
EEH 52,8 158,3 (112,2 - 223,2) >1000
EED 19,74 28,6 (22,7 - 36,2) 64,7 (43,2 - 97,0)
EEHi 7,44 34,3 (28,7 - 40,0) >1000
Rutina® 0,09 (0,07-0,12)
Timol* 1,4 (0,7-3,0)

@ Em relagdo ao extrato etandlico

PIntervalo de confianca de 95% entre paréntesis

‘Controles positivos

De acordo com os testes
realizados, o extrato EED foi o que
demonstrou melhores resultados para
a atividade antioxidante, sendo o
escolhida para fracionamento e
identificacdo das classes de
substéncias bioativas.

Através de coluna
cromatografica, foram obtidas seis
fracdes do extrato EED. Estas foram
pesadas e seus potenciais

antioxidantes avaliados (Tabela 2). A

fracdo EED3; foi a que apresentou
maior poder de estabilizacdo do DPPH
(ICso 1,2 pg/mL), seguido por EED,4
(ICs 6,72 pg/mL). O teste de
bioautografia demonstrou a presenca
de flavonoides (Rf 0,86; 0,50; 0,24 e
0,10) e cumarinas (Rf 0,96) como
responsaveis pela atividade
antioxidante de E. erythropappus,
apos analise por reveladores
especificos para estas classes (Figura
1).
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Tabela 2 - Rendimento (% p/p), fases moveis e ensaio com DPPH das fracdes

obtidas da particdo CH,Cl, de E. erythropappus.

Fracdao Rendimento Fase Moével Ensaio DPPH ICs,
(% p/p) (pg/mL)?

EED; 3,0 CH,Cl, >250

EED, 5,0 CH,Cl,:CH30H (9:1) >250

EED; 30,0 CH,Cl,:CH30H (9:1) 1,2 (0,93 - 1,54)
EED, 3,0 CH,Cl,:CH5OH (9:2) 6,72 (4,76 - 9,49)
EED; 9,0 CH2C|2CH3OH (92) >250

EED¢ 40,0 CH;OH >250

@ Intervalo de confianga de 95% entre paréntesis.

A classe de metabdlitos com
atividade antioxidante presente em E.
erythropappus, foi na sua maioria,
flavonoides (Figura 1), que possuem
numero  variavel de  hidroxilas
fenodlicas e excelentes propriedades de

quelar ferro e outros metais de

transicdo!”). A partir da estrutura
basica de um flavonoide pode-se ter
grande variedade de estruturas, que
formam uma série de compostos com

diferente grau de oxidagcdo e
(18)

substituicao

¥ Rf0,96
| Rf0,86

Rf0,50

Rf0,24

Rf0,10
Base

Figura 1 - Placa cromatografica borrifada com solucdo metandlica de DPPH

2,54mM e observada em luz visivel. Vinte microlitros das fragdes de E.

erythropappus (4 mg/mL) foram aplicadas na placa. As bandas com valores de Rf

indicam substancias com atividade inibitoria ao radical DPPH.
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As propriedades benéficas dos
flavonoides podem ser atribuidas a
sua capacidade de sequestrar os

radicais livres*®,

Esses compostos
sao encontrados em frutas e vegetais
e tém considerdvel importancia na
dieta, pois podem inibir o processo de
peroxidacdo lipidica, agindo na
protecao celular das macromoléculas
celulares, incluindo o DNA®9,

Para possuirem tal atividade,
os flavonoides devem apresentar
estrutura o-dihidroxi no anel B, o que
confere a estrutura maior estabilidade
a forma radical e participa da
deslocalizacdo de elétrons; ligacdo
dupla na posicdo 2-3 em conjunto
com a funcdo 4-oxo do anel C;
presenca de hidroxila na posicdo 3 e 5
com fungdo 4-oxo nos anéis. O

potencial antioxidante maximo &

observado quando apresenta a
estrutura o-dihidroxi no anel B e
hidroxila na posicdo 3 e 517,

O extrato EEH teve seus
constituintes identificados por CG/EM,
mesmo nao tendo atividades
antioxidante e citotdxica expressivas
(Figura 2). As

majoritarias foram o B-amirenol

substancias

(31,9%), acetato de g-amirenil
(24,1%), (8,2%), B-

cariofileno (3,8%), aristoleno (3,6%)

friedelina

e o Oxido de cariofileno (1,3%).
Relatos na literatura mostram que
essas substancias possuem
importantes propriedades bioldgicas,
destacando B-cariofileno como
bactericida®®®, antitumoral®? e
antiinflamatéria®®; friedelina como
antifangica’®”;  B-amirenol  como

bactericida®®® e antiinflamatéria®®.

f)

Figura 2 - Estruturas de (a) B-cariofileno, (b) éxido de cariofileno, (c) aristoleno,

(d) friedelina, (e) B-amirenol e (f) acetato de g-amirenil.
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CONCLUSAO

Os resultados encontrados
permitiram identificar as principais
classes de metabdlitos bioativos de E.
erythropappus para atividade
antioxidante e também alguns
compostos com potencial bioldgico ja
relatados na literatura.  Outros

estudos devem ser realizados a fim de

isolar e elucidar os compostos

bioativos.
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