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Resumo

Antioxidantes sdo compostos que reagem com os radicais livres controlando o estresse oxidativo. Muitas doengas estdo
associadas a producéo de radicais livres, os quais tem estimulado investiga¢des do potencial antioxidante de diversas familias
da flora mundial. Essa pesquisa teve como objetivo identificar as principais classes de metabolitos secundarios presentes nos
estratos etandlicos das folhas de Croton blanchetianus (Marmeleiro) e Croton heliotropiifolius (Velame), e avaliar o seu
potencial antioxidante. Os estratos etandlicos foram obtidos das folhas, apresentou um rendimento de 3,29% e 3,26%. Em
seguida, os estratos foram submetidos a anélise fitoquimica, nos quais foi possivel identificar a presen¢a de taninos condensados,
flavonoides, flavononas, flavondis, flavonondis, catequinas e xantonas. A atividade antioxidante dos estratos foi determinada
pelo método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do sequestro de radicais livres, usando o DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidraliza). Ambos os estratos foram capazes de sequestrar o radical livre DPPH, sendo que o estrato de Croton blanquetianus
mostrou ser mais eficiente do que o BHT (Hidroxitolueno butilado; controle positivo), com CEso= 6,5+ 0,5 mg mL™. Contudo,
0s resultados observados para os estratos etandlicos, possivelmente sejam atribuidas a presenca e a concentragdo de compostos
fenolicos pertencentes as classes dos taninos e flavonoides, os quais foram identificados nesse estudo.

Palavras-chave: Radicais livres, fitoquimica, fotocolorimétrico

Secondary metabolites and antioxidant action of Croton heliotropiifolius and
Croton blanchetianus

Abstract

Antioxidants are compounds that, at optimal concentrations in relation to oxidable substrates, react with free radicals preventing
or reducing oxidative stress. Many diseases and degenerative processes are associated with overproduction of free radicals. This
stimulated several research groups to investigate the antioxidant potential of substances produced by several families of the
world flora. This study identified the major classes of secondary metabolites present in ethanol leaf extracts of C. blanchetianus
(Marmeleiro) and C. heliotropiifolius (Velame), and assessed their antioxidant potential. Ethanol extracts were obtained by the
exhaustive extraction method cold and resulted in 3.29% and 3.26% extraction efficiency. Then phytochemical analyses were
performed on the extracts to investigate the presence of tannins, flavonoids, flavonones, flavonols, catechins and xanthones.
The antioxidant activity of extracts was determined by in vitro photocolorimetric method based on the sequestration of free
radicals, using DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl). Both extracts were able to sequestrate DPPH free radical. Croton
blanchetianus extract activity showed to be more efficient than BHT (Butylated Hidroxytoluene) (positive control), with ECsg
= 6.5 + 0.5 mg mL™. Croton heliotropiifolius extracts showed lower antioxidant activity, with ECso = 50.15 + 0.21 but still
higher than that observed for BHT. However, the results observed for the ethanol extracts are possibly the result of the presence
and concentration of phenolic compounds such as tannins and flavonoids, which were identified in this study.

Keywords: free radicals, phytochemistry, photocolorimetric.

Introduco livres por meio de suas atividades metabdlicas. Apesar de ser
um processo normal na vida dos organismos vivos, quando em

O organismo humano produz constantemente radicais — gyceq50. podem gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes
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teciduais responsaveis por diversas patologias, como artrites
inflamatorias, Ulceras e diabetes (EI-Remessy et al., 2003), e
processos degenerativos como doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson, arteriosclerose e o envelhecimento precoce
(Sikora et al., 2008) dentre outras. Para impedir os efeitos
deletérios associados ao excesso dessas espécies reativas de
oxigénio, o organismo apresenta defesas antioxidantes. No
entanto, os antioxidantes sdo um grupo de substancias que,
quando presentes em concentragBes ideais em relagcdo aos
substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres impedindo
ou diminuindo o estresse oxidativo (Nascimento e Rodrigues,
2007). Os antioxidantes presentes no organismo podem ser de
origem enddgena agindo enzimaticamente, como o
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), ou ndo-enzimaticamente, como glutationa
reduzida (GSH; Pimentel 2006).

Além destes antioxidantes produzidos no organismo,
existem aqueles Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo sintéticos, substancias utilizadas na industria
alimenticia, destacando-se o hidroxitolueno butilato (BHT),
Butilhidroxianisol (BHA), propilgalato (GP), terchutil-
hidroquinona (TBHQ) e os naturais tais como: a-tocoferol
(vitamina E), p-caroteno, ascorbato (vitamina C) e o0s
compostos fenolicos (&cidos fendlicos e flavondides; Sousa et
al. 2007) os quais sdo os responsaveis pela remocdo dessas
espécies reativas.

O uso de antioxidantes sintéticos tem diminuido, devido a
suspeita de atividades como promotores de carcinogénese,
bem como devido a rejeicdo de aditivos sintéticos em
alimentos (Bakkali et al., 2008). Nesse contexto, a procura por
substancias antioxidantes naturais tem aumentado nas ultimas
décadas, em especial os produtos naturais extraidos de plantas
medicinais.

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada,
mas 0s compostos fenélicos tém sido apontados como
responsaveis por maior capacidade antioxidante, sendo
representados pelos flavonoides e isoflavondides, taninos,
lignanas, xantonas e outros. A acdo antioxidante da maioria
dessas substancias naturais se deve a presenca de hidroxilas
fendlicas e as suas propriedades de oxirreducdo, pois eles
agem como agentes redutores, doadores de hidrogénio. Além
desses compostos, varios outros com atividade antioxidante
tem sido isolado de diversas familias de plantas (Fonseca et
al., 2009, Rebelo et al., 2009).

De acordo com a literatura, estudos mostram que tanto
6leos essenciais (Souza et al., 2007) como componentes ndo
volateis (extratos), extraidos de plantas (Balestrin et al., 2008,
Nunes et al., 2008), tém sido estudados quanto a a avaliacéo
do seu potencial antioxidante, demonstrando alta eficiéncia.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo
identificar as principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nos estratos etandlicos das folhas de C.
blanchetianus e C. heliotropiifolius bem como avaliar o seu
potencial antioxidante pelo ensaio de captura de radicais
DPPH.

Material e Métodos

As folhas de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius foram
coletadas nos meses de outubro e novembro de 2009 as 08:00
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horas, no sitio S&o José do Bonfim — municipio de Patos, entre
as coordenadas geograficas de latitude de 07° 08 209” e
longitude de 037° 18” 062”. Em seguida uma amostra
representativa de cada espécie foi identificada e depositada no
Herbario CSTR da Universidade Federal de Campina Grande
— UFCG, Patos-PB, sob o registro de nlimero #496 e #497,
respectivamente.

Os extratos etandlicos das folhas foram obtidos pelo
método de extracdo exaustiva a frio (Matos, 1997). As folhas
frescas de C. heliotropiifolius (300g) e C. blanchetianus
(280g) foram previamente trituradas e submetidas a extragéo
com etanol durante 72 horas. Apos o periodo de extracao, o
solvente foi destilado em evaporador rotatério a 80 °C sob
pressao reduzida. Os extratos etanolicos brutos obtidos foram
pesados e armazenados a temperatura ambiente até a
realizacdo das analises fitoquimicas e ensaios antioxidantes.
Foram realizados testes fitoquimicos para identificar as
principais classes de metabolitos secundarios nos extratos
vegetais de acordo com a metodologia descrita por (Matos,
1997), que é baseado na mudanga de cor ou formagdo de
precipitados ap6s a adi¢do de reagentes especificos.

A atividade antioxidante dos extratos etanélicos das folhas
foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro
realizada por meio do sequestro de radicais livres, usando o
DPPH (Mensor et al., 2001). Essa andlise é baseada na
habilidade de compostos em doar um préton para o radical
DPPH e formar estruturas de ressondncia estaveis,
estabilizando assim o radical livre.

As amostras para a realizacdo do ensaio foram preparadas
adicionando-se 1 mL da solucdo de DPPH (60 uM) em 2,5 mL
de solugBes dos extratos que foram diluidas em etanol nas
concentragdes de 5, 10, 25, 50, 125 pg mL?, em triplicata.

A solucdo de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a
atividade antioxidante de uma amostra pode ser visualizada
pelo progressivo descoloramento da solu¢do de DPPH, ao
final do qual a mesma torna-se amarelada (Nunes et al., 2008).
Apbés o tempo de reacdo de 30 minutos das amostras
preparadas, as absorbancias foram lidas com auxilio de
Espectrotofotdbmetro  de  Ultravioleta UV-Vis com
comprimento de onda ajustado para 520 nm.

Um teste em branco foi realizado adicionando-se 1 mL de
etanol a 2,5 mL das concentragbes dos extratos. Como
controle negativo foi usada a mistura de 1 mL da solugdo de
DPPH com 2,5 mL de etanol e como controle positivo
utilizou-se 0 2,5 mL das concentracbes de BHT (butil-
hidroxitolueno) e 1 mL da solucdo de DPPH.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata e, com a
média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de
absorbancia entre as amostras e o controle negativo, sendo as
atividades antioxidantes (AA) percentuais obtidas por
regressdo linear, para cada fase, chegando-se assim a
concentracdo das amostras que promovesse a diminuicdo para
a metade da concentracdo inicial de DPPH (50%), definida
como Concentracdo Efetiva (CEso. Mensor et al., 2001).

A atividade antioxidante (AA) das amostras por sequestro
do DPPH foi expressa em percentagem, considerando as
absorbancias (Abs), segundo a equacéo: AA%=100 — {[ (Abs
extrato — Abs branco) x 100] / Abs controle}.

As anélises estatisticas das médias em triplicata (n = 3) +
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desvio padrédo foram realizadas usando a Analise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman Keuls
(SNK) para a multipla comparagdo. Os resultados com p <
0,05 foram considerados significantes. Todas as analises
foram realizadas usando o programa software GraphPad Prism
5.

Resultados e Discussao

As massas do material vegetal seco utilizado e dos extratos
etanolicos obtidos da percolagdo, assim como os rendimentos
em extrativos constam na Tabela 1. Na prospeccéo
fitoquimica realizada com os extratos etandlicos das folhas de
C. heliotropiifolius e C. blanchetianus foram identificados a
presenca de taninos condensados, flavonoides, flavononas,
flavondis, catequinas e xantonas (Tabela 2). A presencga de
catéquicos e flavonoides nas folhas de C. heliotropiifolius esta
de acordo com as descricdes feitas por (Randau et al., 2004).

Tabela 1. Dados relacionados a obtencdo dos extratos
etandlicos das folhas C. heliotropiifolius e C. blanchetianus.
Massa das Massa do

s 0

Especie folhas (g) extrato () &
C. heliotropiifolius 300 9,87 3,29
C. blanchetianus 280 9,15 3,26

Na andlise dos resultados da atividade antioxidante (AA%)
frente ao radical DPPH, considerou-se como valor de
referéncia a CEs de 35,50+0,50 pg/mL* do BHT (controle
positivo) para comparar com a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos das folhas frescas de C. heliotropiifolius e
C. blanchetianus, pois o BHT é bastante utilizado como
padrdo para a atividade antioxidante (Mensor et al., 2001). No
mesmo sentido (Melo et al., 2010), descreveram em seu estudo
no Brasil, utilizando o método DPPH, 14 espécies de plantas
com atividade antioxidante, reduzindo a concentracdo de
radicais livres em 50% (CEsy).

Tabela 2. Classe de metabdlitos secundarios identificados por
prospeccdo nos extratos botanicos das folhas de C.
blanchetianus e C. heliotropiifolius.
Metahdlito Secundario  C. blanchetianus C. heliotripiipiifolius
Taninos * *
Fendis - -
Antocianinas e
Antocianidinas
Flavonas, Flavondis e
Xantonas
Chalconas e Auronas - -
Flavanonois * -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas (Taninos - -
catéquicos)
Flavanonas * *

*k%

(*) Presenga de compostos; (**) Presenga moderada, (***) Forte presenga,
(-) Auséncia de compostos.

Na Tabela 3 estdo representados os resultados
guantitativos da atividade antioxidante dos extratos etanolicos
das plantas.
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Portanto, observa-se que 0s extratos apresentaram
atividade antioxidante como sequestradores do radical livre
DPPH, sendo que o extrato de C. blanchetianus demonstrou
uma maior atividade (isto significa um menor valor de CEsp)
em comparacdo ao BHT, com CEs de 6,5+0,5 pg/mL™. O
extrato das folhas C. heliotropiifolius mostrou menor
atividade antioxidante, com o valor da CEsp de 50,15 + 0,21
superior ao observado para o BHT.

Tabela 3. Resultados da atividade antioxidante dos extratos
etanolicos das folhas de C. heliotropiifolius e C. blanchetianus
utilizando o radical DPPH.

Concentracdo EFCh EFCh BHT
5 34,4242,38  9,35%3,78 3,30+0,06
10 73,81+2,57 13,56+1,85 10,52+0,11
25 88,66+1,35  28,72+1,6  31,82+0,22
50 98,12+1,85 48,43+8,15 60,12+0,11
125 93,29+0,96  92,06+0,5  88,03+0,49
CEsow 6,5+0,5 50,154,0,21  35,50+0,50

* EFCb: Extrato das folhas de C. blanchetianus; EFCh: Extrato das folhas de
C. heliotropiifolius. BHT: Butil hidroxitolueno.

A diferenca na atividade antioxidante observada para 0s
extratos etandlicos das espécies em estudo, possivelmente seja
atribuida a presenca e a concentragdo de compostos fenélicos
pertencentes a classes dos taninos e flavonoides verificados
nos extratos, cuja acdo antioxidante é conhecida na literatura.
No entanto, a atividade antioxidante desses compostos
fendlicos tem sido atribuida as suas propriedades de éxido-
reducdo, que desempenham importante papel na absor¢do ou
neutralizacdo de radicais livres (Basile et al., 2005).

Esses compostos derivados de plantas medicinais com
atividades antioxidantes tem sido isolado das mais diversas
familias de plantas (Boudet, 2007, Razavi et al., 2008) e os
flavondides sdo, por certo, as substancias representativas desta
atividade (Van Den Berg et al., 2000), uma vez que possuem
esqueleto carbdnico propicio para a estabilizacdo de radicais
livres. Contudo, a intensidade da acéo antioxidante exibida por
estes fitoquimicos é diferenciada, principalmente devido ao
numero e posicdo de hidroxilas presentes nas moléculas (Melo
et al., 2008).

A atividade antioxidante tem sido descrita em algumas
espécies de Croton, como C. celtidifolius (Nardi et al., 2003),
C. nepetaefolius (Morais et al., 2006) e o C. argyrophylloides
(Catunda Jr. e Morais, 2002). No entanto, ainda ndo ha relatos
de estudos do potencial antioxidante com extratos das espécies
de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius, somente com éleos
essenciais.

Contudo, esses estudos sdo preliminares e servem como
ponto de partida para estudos posteriores como o isolamento,
a purificagdo e a elucidagdo estrutural das substancias que
funcionam como antioxidantes, além de ajudar a inferir sobre
um possivel mecanismo de acdo dessas substancias,
finalizando por testar a viabilidade terapéutica em
antioxidantes para seu uso futuro.

Conclusdes

Os estudos com os extratos botanicos e C. heliotropiifolius
e C. blanchetianus resultaram na comprovacdo de atividade
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antioxidante; muito provavelmente essa atividade é atribuida
a presenca de compostos fendlicos identificados na analise
fitoquimica dos extratos etandlicos de ambas as plantas,
principalmente taninos e flavonoides.
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