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RESUMO

O trabalho teve como objetivo quantificar os compostos fendlicos e atividade
antioxidante existentes em extratos oriundos de plantas medicinais, sendo elas a
Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana D.C.) e carqueja (Baccharis trimera (Less.) DC.). A
droga vegetal foi obtida em parceria com a DrogaVet® no Distrito Federal. O material
vegetal em pé foi pesado e colocada em etanol 70% em uma proporg¢do de 1:5 m/v. O
material foi entdo colocado em agitagao por 7 dias a temperatura ambiente. Os extratos
foram utilizados para dosagem de polifendis através do método Folin e Ciocalteu. A
avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi determinada por meio de ensaio
usando o método de captura de radical livre — ABTS. Observou-se que o conteudo de
polifendis foi de 9,17mg/mL em relagdo a curva feita com acido galico como padrio para
a cascara sagrada e de 10,82 mg/mL para a carqueja. Em relacdo a atividade
antioxidante, as amostras apresentaram, respectivamente valores de 37,02mM e
30,74mM (cascara sagrada e carqueja) em relagdo a curva padrao utilizando trolox. Os
resultados obtidos por meio das informacdes coletadas levam a concluir que extratos
hidroalcdolicos de cascara sagrada e carqueja apresenta polifendis e propriedades
antioxidantes similares entre si.

Palavras-Chaves: Antioxidantes. Compostos fenodlicos. Plantas medicinais.
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1. INTRODUGCAO

Os radicais livres produzidos no metabolismo fisiolégico podem ter sua produgdo
exacerbada em situacdes de stress oxidativo. Nesse caso, os sistemas de reparo ndo sdo
suficientes para evitar o dano e morte celular. Para combater esses radicais, compostos
fendlicos de plantas com atividade antioxidante podem ser utilizados como tratamento ou
prevencao de doencas relacionadas a degeneracgdo celular. O projeto foi baseado no estudo
de determinacao das quantidades de compostos fendlicos totais e atividades antioxidantes de
extratos de plantas que sdo usadas na medicina tradicional brasileira. As plantas escolhidas
para esse estudo foram Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana) e Carqueja (Baccharis trimera
(LESS.) DC.), as quais sao utilizadas, principalmente, para tratamento de constipacdo e
diabetes.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1. Plantas Medicinais e seus metabdlitos

Para alguns autores, plantas medicinais sdo usadas para exercer uma ac¢ao terapéutica
guando aplicada para uso humano ou animal. Elas podem ajudar o organismo a normalizar as
funcdes fisiolégicas prejudicadas, promovem a desintoxicacdo e rejuvenescimento, e
restauram a imunidade enfraquecida. Porém para ser considerada verdadeiramente
medicinal, é necessario que sejam caracterizados o seu principio ativo e que ele seja avaliado
farmacologicamente (LORENZI e MATOS, 2002).

Segundo Kumari et al (2016), alguns metabdlitos disponiveis nas ervas medicinais tém
acdes anti-inflamatadrias, anticancerigenas, antimicrobianas e antioxidantes. Os metabdlitos
secundarios sdao substancias importantes produzidas pelas plantas para sua sobrevivéncia, e
muitas das vezes, sdo essas substancias que sdo essenciais para a producao de farmacos. Os
polifendis sdo uma classificacdo fundamental para a elaboracdo de antioxidantes (SOUZA,
2013).

As atividades antioxidantes vem ganhando espaco nos debates sobre o estresse
oxidativo (OS), que nada mais é que um desequilibrio na producdo de radicais livres ou,
espécies reativas de oxigénio, como superoxido (0-2), hidroxilas (OH) e peroxilas (ROO), e a
capacidade do sistema de defesa antioxidante, do organismo, em neutraliza-las e elimina-las

antes que causem sérios danos ao tecido, podendo causar, por exemplo, diabetes, cancer,



parkinson e alzheimer, tanto na popula¢do humana, quanto nos animais (KUMARI et al., 2016;
DABLA, 2015).

E comum o organismo produzir de forma fisiolégica moléculas com radicais livres, sendo
a mitocondria a maior fonte enddgena de produgdo, porém, da mesma forma que podem
surgir muito rapidamente, também podem reagir com as células do corpo muito facilmente,
acarretando em um ciclo danoso (FARIAS, 2017).

Para o tratamento de estresse oxidativo tem-se no mercado diversos medicamentos
sintéticos que demonstram resultados favoraveis para ajudar no tratamento
desse balanceamento ineficaz entre a taxa de formacdo de OS e da taxa de eliminagdo.
Contudo, também foi observado a existéncia de muitos efeitos colaterais e toxicidade, sendo,
necessario a suspensdo do farmaco utilizado para que nao interferisse na saude do paciente,
por isso, foi preciso criar alternativas para novos medicamentos (KUMARI et al., 2016; DABLA,
2015).

2.2. Determinagao de compostos fendlicos e atividade antioxidante

Uma das técnicas analiticas usadas para quantificar o teor de polifendis é a
espectrofotometria. O método de Folin e Ciocalteu é conhecido pela sua facilidade, pratico,
de baixo custo e rapidez, e é bastante comum usa-lo para a determinac¢ao do teor de polifendis
nos frutos (PINTO, 2016).

A captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) é um
dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante, que pode ser gerado através
de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir
a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (EMBRAPA, 2007).

2.3. Cascara Sagrada

O género Rhamnus é bastante rico nessas substancias, Chen et al (2016), cita que foi
possivel isolar os flavondides, antraquinonas e naftalenos. Rhamnus purshiana, popularmente
conhecida como cascara do sagrado, é uma arvore originalmente do sudoeste do Canadd e do
noroeste do Pacifico dos Estados Unidos da América. As partes importantes para a medicina
sdo as cascas dos caules e dos ramos, as quais séo comumente usadas como laxativos em
casos de constipacdo, e, para algumas comunidades, usado em tratamento tdpicos em casos
de prurido (CHEN, SALERI e GUO, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Nos dias atuais os fitoterapicos provenientes da Cdscara sao muito usados em casos de

cancer. Os quimioterapicos possuem muitos efeitos colaterais nos pacientes, alguns deles sdo,
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vOomitos, diarreias ou constipacdo. Nesses casos é necessdario a administracdo de laxativos, por
isso, médicos optam por opgdes mais naturais, uma vez que eles apresentam menos efeitos
indesejados quando aquecidos de forma correta e armazenados por apenas um ano (FARIAS,
2017).

Entretanto, apesar de ser uma planta que possui sua eficdcia comprovada para a
medicina, a Farmacopeia Brasileira sé a contemplou até 4 edi¢do, na subsequente ela foi
retirada (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

2.4, Carqueja

A Baccharis trimera (LESS.) DC., também denominada Baccharis genistelloides var.
trimera (Less.), do género Baccharis e da familia Asteraceae, conhecida como Carqueja, é uma
planta que em sua composi¢cdo possui uma boa quantidade de compostos fendlicos e rica em
antioxidantes, tais como ésteres do acido quinico e os flavonoides nepetina, isoquercetina e
quercetina - podendo ser encontrada em maca, brdcolis e cebola. Segundo alguns autores, ja
existem comprovacdes de que a carqueja possui uma atividade antioxidante in vitro, porém
os efeitos in vivo foram poucos estudados (EMBRAPA, 2008; PAIVA, 2015).

Originaria da América do Sul, acaba sendo encontrada em quase todo o Brasil, dando
preferéncia para as regides Sul e Sudeste, em terrenos pedregosos e drenados, crescendo em
beiras de estradas; podendo também ser encontrada na Argentina, Paraguai, Bolivia, Chile e
México. Estd entre as dez espécies de plantas medicinais mais vendidas no pais,
principalmente no Parana e por isso é comumente utilizada para a¢des no sistema digestdrio,
em fungdes hepdticas e biliares, tendo atividade farmacoldgica anti-inflamatdria e
antimutagénica tanto em extrato aquoso quanto alcodlico (etanol). As partes mais utilizadas
sdo as dreas, geralmente as folhas. E a importancia da espécie para a medicina popular
brasileira incentivou a sua introducdo na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) e na Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do
Ministério da Saide (EMBRAPA, 2016; ANDRE, 2014; FERREIRA, 2012).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Preparacdo dos extratos de Cascara e Carqueja

As plantas Cdscara Sagrada e Carqueja foram cedidas pela DrogaVet®, ja maceradas pela
empresa. Sendo 20g de cada droga vegetal utilizadas de cada planta para 100 mL de etanol
(70%) para a preparagdo dos extratos na proporg¢do 1:5 m/v. Os contetddos foram agitados por

sete dias em agitadores orbitais em temperatura ambiente para homogeneizacdo das
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substancias. Posteriormente armazenadas na geladeira e logo depois feita a filtracdo com
papel filtro dos extratos, em que as partes mais sdélidas foram retiradas, ficando apenas o
liquido do extrato vegetal, que por sua vez, foram aquecidos em mantas aquecedoras entre
402 a 502C em monitoramento continuo, originando vapor, quando o solvente atingiu a

temperatura de ebuli¢do, ficando aproximadamente 5 mL do principio ativo (Figura 1 e 2).

Figura 1: Extrato de Cascara Sagrada. Figura 2: Extrato de Carqueja.

3.2. Quantificacdo de polifendis
Para quantificacdo de polifendis foi feito a partir do método Folin e Ciocauteau (1927):

1. Preparado a solugdo de Folin com dgua destilada (1:3 v/v).

2. Preparado a solugdo de carbonato de sédio 20%.

3. Osextratos de ambas as plantas foram diluidos em 4gua destilada (Carqueja 1:10
v/v; Cascara Sagrada 1:20 v/v).

4. Colocado 200 microlitros de extrato de cada plantas em tubos de ensaio, em
triplicata.

5. Adicionado as solugbes e dgua destilada, foi realizada a leitura de 700
nanémetros, utilizando um branco (apenas as solucGes e agua destilada) para
calibrar o espectrofotometro (Figura 3).

6. As absorbancias obtidas foram colocadas na curva de calibracao.

Preparac¢do da curva de calibragdo:
1. Preparado a solugao estoque de acido galico (5 mg de acido galico para 100 mL

de dgua destilada).
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2. Em 18 (triplicatas) baldes volumétricos de 10 mL, foram pipetados os volumes
listados abaixo da solugdo mae, completando com o solvente usado na extragao
da amostra:

Tabela 1 - Volumes utilizados para curva de calibragao.

Concentragdo Acido Galico Agua destilada Folin Carbonato de sédio
Branco - 1000 1mL 2mL
10 200 800 1mL 2mL
20 400 600 1mL 2mL
30 600 400 1mL 2mL
40 800 200 1mL 2mL
50 1000 - 1mL 2mL

3. Foi realizada a leitura em 700 nandmetros no espectrofotometro Quimis®.

Figura 3: Espectrofotémetro.

3.3. Determinacao de atividade antioxidante

A determinacdo de atividade antioxidante foi realizada a partir do método da captura
do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), modificado pela
EMBRAPA (2007):

1. Preparado da solucdo estoque ABTS 7Mm (192 mg de ABTS em 50 mL de agua
destilada).

2. Preparado a solucdo de persulfato de potassio 140 Mm (378,4 mg para 10 mL de
agua destilada).

3. Preparado do Radical ABTS a partir da solucGes de estoque ABTS e persulfato de
potdssio, colocada em vidro ambar, em temperatura ambiente e deixada no
escuro por 16 horas. Podendo ser usado somente no dia da analise.

4. Os extratos de ambas as plantas foram diluidos em dgua destilada (Carqueja 1:10

v/v; Cascara Sagrada 1:20 v/v).
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Utilizado 30 microlitros dos extratos e 3 mL do radical ABTS (em triplicata) e apds
6 minutos, realizada a leitura em 734 nanOGmetros no espectrofotometro,
utilizando um branco (etanol) para calibrar o espectrofotometro.

As absorbancias obtidas foram jogadas na curva padrao.

Curva padrdo do Trolox:

1.

Preparado a solugao padrao de trolox 2 mM (25 mg de trolox em alcool etilico e
completado o volume para 50 mL em um baldo volumétrico com alcool etilico,
foi homogeneizado e transferido para um frasco de vidro ambar, devidamente
etiquetado. Podendo somente ser utilizado no dia da analise.

A partir da solucdo padrdao de trolox (2.000 M), preparou-se em baldes
volumétricos de 1 mL, solugdes variando a concentragdo de 100 M a 1.500 M,
conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Preparo das solu¢des da curva padrao.

Solucdo padrao Trolox Alcool etilico Concentracao final
(mL) (mL) (1)
0,15 9,5 100
2,5 7,5 500
5 5 1000
7,5 2,5 1500
10 0 2000

Em ambiente escuro, foi transferido uma aliquota de 30 plL de cada solucdo de
trolox (100 uM, 500 uM, 1.000 uM, 1.500 uM e 2.000 uM) para tubos de ensaio,
misturado com 3,0 mL da solucdo do radical ABTS e homogeneizado.

Foi realizada a leitura em 734 nanOmetros e apds 6 minutos da mistura, e
utilizado dalcool etilico como branco para calibrar o espectrofotémetro.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, plotar a
absorbancia no eixo Y e a diluicdo (mg/L) no eixo X.

Em seguida, determinar a equacdo da reta. Para calcular a AAT, deve-se
substituir na equacao da reta a absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao
trolox (Eq. 1).

O valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L)

equivalente a 1.000 uM de trolox (Eq. 2).
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Equacdo 1:

Absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox

y=-ax+b

onde:
x =1.000 uM do trolox

y = absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox

Equagdo 2:

Calculo das diluigdes do extrato (mg/L) equivalente a 1.000 uM de trolox

y=-ax+b

onde:
y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de trolox (Equacgdo 1)

x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de trolox

A partir do resultado encontrado (x) na equacdo 2, dividir por 1.000 para ter o
valor em g.

O resultado final (Eqg. 3) é calculado pela divisdo de 1.000 (uM) pelo valor de X(g)
e multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso em uM

trolox / g de fruta (porcdo comestivel).

Equagdo 3:

Calculo final expresso em (UM trolox / g)

X (g) = x / 1.000
Z=1.000/ X(g).1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Quantificacao de polifendis

Para ser possivel a mensuracao de polifendis no extrato, foi usado o método de Folin
com 4cido galico. Para a calibragao da curva, foram utilizados tubos de ensaio denominados
“brancos” que serviriam de comparativo para as amostras contendo os extratos vegetais das
plantas utilizadas. O acido gdlico utilizado é uma substancia fendlica padrao para os estudos
de quantificacdo de polifendis. Em meio basico, ocorre sua desprotonacdo que gera anions.
Segundo Rezende (2010), o agente Folin ird ocasionar uma oxirredugao nos anions formados,
levando a mudanca de cor da substancia (APENDICE A). As substancias que sdo formadas e
qgue fazem a modificacdo do azul tungsténio para uma cor ligeiramente mais transparente sdo
absorvidas Amax=700 nm pelo espectrofotdmetro, ou seja, quanto maior a mudanca na
coloracdo maior serd a quantidade de polifendis.

Para os extratos foi preciso dilui-los em agua destilada. Carqueja sofreu dez vezes uma
diluicdo e a Cascara Sagrada vinte vezes. A concentracdo das amostras dos extratos vegetais
precisava se manter dentro do limiar da curva padrao, para isso ndo poderiam estar muito
concentradas, o que acarretaria em concentracdes elevadas de polifendis, ou muito diluidas,
as quais ndo poderiam ser quantificadas (REZENDE, 2010).

Para mensurac¢ao dos extratos foram feitas amostras em triplicatas. Os resultados das
amostras de Cdscara Sagrada foram, respectivamente, 0,253, 0,258 e 0,268. E para Carqueja
0,60, 0,53, 0,64. Desses resultados foram feitas médias com os valores das trés amostras, a
qual foi subtraida o valor do “branco”, que equivalia a 0,32. Sendo assim o valor final foi
estimado em 9,179 mg/mL para a Cascara e 10,824 mg/mL para Carqueja. Nakamura (2013)
utilizando os compostos fendlicos em meio alcalino (pH=10) ajustado com solu¢do de Na2CO3
a 10% para avaliar teor de polifendis em Carqueja (Baccharis genisteiloides (L) Person),
encontrou resultados semelhantes de 12,1 mg 4acido galico/g de material seco, no qual,
segundo o autor, as divergéncias encontradas na mesma espécie ocorre ao fato das plantas
terem sido coletadas em regiGes geograficas e forma de cultivo diferentes, como tipo de solo
e clima do local.

Como demonstrado no grafico 1, o eixo (y) equivale a a absorbancia em nano
milimetros, e n eixo (x) a concentracdo em rela¢do ao acido galicos de compostos fendlicos
em miligramas por litro. As leituras das amostras utilizadas para a confeccao da curva padrao

estdo listadas abaixo na Tabela 3.



Grafico 1 — Curva padrdo polifendis.
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Tabela 3 — Leituras das amostras para o preparo da curva padrao.
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Concentragdo Acido Galico mg/mL

Absorbancia - 700 nm (Folin e Ciocalteu)

0

0

0
0,5
0,5
0,5
1,0
1,0
1,0
1,5
1,5
1,5
2,0
2,0
2,0
2,5
2,5
2,5

0,032
0,026
0,041
0,252
0,255
0,261
0,534
0,545
0,566
0,824
0,826
0,834
1,104
1,113
1,101
1,391
1,390
1,395

4.2. Determinagdo de atividade antioxidante

Para obtencdo da atividade antioxidante dos extratos, o método escolhido foi o ABTS.

Essa substancia reage ao persulfato de potassio lhe conferindo uma coloracdo azul

esverdeada. Para a solucdo padrdo foi aplicado a substancia Trolox, um antioxidante sintético

andlogo a vitamina E, (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) o qual serviu
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de base comparativa para as andlises antioxidantes, podendo ser tanto hidrossoliveis como
lipossoluveis. Apesar de ndao ser um método que seja possivel a identificagdo das moléculas,
ele é capaz, segundo Souza (2013), de exercer sua funcdo em diversas faixas de pH, podendo
demonstrar como essas atividades se comportam em diferentes meios.

Em meio aquoso o ABTS+ ira reagir com o persulfato, formando a cor. Com a acdo do
Trolox sera possivel verificar a mudanga de coloragdo, na medida em que as reag¢des de
sequestro dos anions do ABTS acontecem, inibindo-o, demonstrando a atividade desejada
(APENDICE B).

Na Cascara Sagrada e Carqueja os valores obtidos em triplicata foram, respectivamente,
0,286, 0,309, 0,277 e 0,009, 0,005, 0,009. A partir dos dados anteriores foi feita a média dos
valores, 37,024 mM para Cascara e 30,740 mM para Carqueja. Atualmente os trabalhos em
relacdo a atividade antioxidante da Carqueja sdo adquiridos a base dos éleos essenciais da
planta e ndo do extrato propriamente dito.

O grafico 2 apresenta a curva padrdao antioxidante, no qual o eixo (y) observa-se a
absorbancia e o eixo (x) corresponde a amostra em mg/L equivalente a 1000uM de trolox,
substancia padrao. As leituras das amostras utilizadas para a confeccdo da curva padrado estao

listadas na tabela 4.

Grafico 2 — Curva padrao antioxidante.

2500

2000

1500

1000

500

2 _
R*=0,9956 ®




Tabela 4: Leituras das amostras para o preparo da curva padrao.

Concentragao Trolox (uM) Absorbancia - 734 nm
100 0,649
500 0,584
1000 0,484
1500 0,356

2000 0,259
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5. CONCLUSAO

Os extratos de plantas de Cascara Sagrada e Carqueja apresentaram altos teores de
polifendis e atividade antioxidante, elas podem ser entdo usadas como fitoterdpicos para fins
medicinais. Ainda sdao poucos os estudos sobre a determinagdao de atividade antioxidante

sobre a Cascara Sagrada, necessitando de mais estudos sobre esta planta.
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