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céncia da Plectranthus barbatus.

Chromatographic profile and antioxidant activity front peroxyl radical (ROOs®),
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Fernanda Brum Pires!, Carolina Bolssoni Dolwitsch!, Roberta Fabricio Loose?, Valéria Dal Prad!, Viviane
Maria Schneider?, Marcella Emilia Petra Schmidt?, Debora Luana Monego?, Camilo Amaro Carvalho?,
Adriano Alves Fernandes®*, Marcio Antonio Mazutti®, Marcelo Barcellos da Rosal, 2.

'Programa de Pos-graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Federal de Santa Maria, Santa Maria, Brasil
?Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Brasil
*Departamento de Medicina e Enfermagem, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Brasil
*Departamento de Ciéncias Agrarias e Bildgicas, Universidade Federal do Espirito Santo, Sao Mateus, Brasil

*Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, Brasil
vdpdalpra@gmail.com; caroldol@gmail.com; fernandabrumpires@gmail.com roberta_loose@hotmail.com._
vivimsch@gmail.com; marcellaeps@gmail.com; debora.monego@gmail.com marcelobdarosa@gmail.comcamiloamaro@yahoo.
com.br afernandesufes@gmail.com marciomazutti@gmail.com

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante (ROOe, O2e- e DPPH) e o perfil cromatogrdfico
de compostos fendlicos da folha, flor, ramo e inflorescéncia da Plectranthus barbatus. Os extratos etandlicos das
diferentes partes da planta obtidos através de extragdo por ultrassom foram caracterizados por cromatografia
liquida acoplada a um detector UV-HPLC-UV. Além disso, avaliou-se a atividade antioxidante frente aos radicais
DPPH, superdxido e peroxil. Como resultado, a maioria dos extratos apresentaram atividade antioxidante frente
aos radicais investigados, além de que foram identificados os compostos quercetina, quercetrina, flavona, dcido
cafeico e canferol nas partes investigadas da planta. Por fim, o estudo demonstrou que é de extrema importincia
se saber qual parte da planta estd sendo avaliada, visto que estas apresentam diferencas na atividade antioxidante
e na composi¢do quimica.

Palavras-chave: Plectranthus; atividade antioxidante; perfil cromatogrifico

Abstract

The aim of the present work was to evaluate the antioxidant activity (ROOe, O2e-e DPPH) and the chromatographic
profile of phenolic compounds of the leaf, flower, twig and inflorescence of Plectranthus barbatus. The ethanolic
extracts from different parts of the plant, which were obtained by ultrasound extraction, were characterized by
liquid chromatography coupled with an UV-HPLC-UV detector. Moreover, the antioxidant activity was evaluated
front DPPH, superoxide and peroxyl radicals. As a result, most of the extracts presented antioxidant activity front
the investigated radicals, beyond which, compounds as quercetin, quercetrin, flavone, caffeic acid and kaempferol
were also identified on the investigated parts of the plant. Conclusively, this study demonstrated that it is extremely
important to know which part of the plant is being evaluated, as they present differences in the antioxidant activity
and chemical composition.

Keywords: Plectranthus; antioxidant activity; chromatographic profile
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Introducao

Plectranthus barbatus é considerada como uma das
espécies mais importantes e utilizadas na medicina po-
pular devido as suas atividades bioldgicas. A espécie é
pertencente ao género Plectranthus da familia Lamiaceae
(Rice et al., 2011). Esta familia contém varios géneros,
como a salvia (Salvia), manjericao (Ocimum) e hortela
(Mentha), com uma rica diversidade de usos etnobota-
nicos, sendo cerca de 300 espécies encontradas no Brasil,
Africa tropical, Asia e Australia (Maioliet al., 2010).

Lukhoba e colaboradores (2006) relataram que dentre
as espécies relacionadas com o género Plectranthus, 45
delas sao usados na medicinal tradicional no continente
Africano, como antibacteriano, antiviral, antimalarica e
no tratamento fitoterdpico frente aos fungos (Ngutaet
al., 2010a e Nguta et al., 2010b). Também foi relatado
como uma alternativa no tratamento de candidiase,
com agao farmacoldgica comprovada em um estudo in
vitro (Runyoroet al., 2006). Outra ampla utilizacao de
P. barbatus pela medicina tradicional esta na aplicagao
fitoterapica antiespasmodica, onde ¢ utilizada especi-
ficamente para o tratamento de perturbagdes géstricas
associadas a espasmos intestinais (Almeida, 2003).

Além destas propriedades, levantamentos realizados
em Uganda, Tanzania e Namibia sobre o uso de plantas
medicinais para o tratamento do Virus da Imunodefi-
ciéncia Humana (HIV) revelaram que P. barbatus tem
sido utilizada no tratamento do HIV e das infecgdes
oportunistas associadas. Nestes tratamentos, as partes
aéreas da espécie sao administradas por via oral, por
praticantes da medicina tradicional na forma de decoc-
¢ao ou infusdo para o tratamento de HIV, candidiase
oral, herpes simplex, herpes zoster e erupg¢des cutaneas
(Kapewangoloet al., 2013; Chinsembu e Hedimbi, 2010;
Kisangau et al., 2011; Kisangau et al., 2007; Lamorde et
al, 2010).

Kapewangoloet al. (2013) relatam que embora o
mecanismo de acdo do extrato frente ao HIV seja des-
conhecido, o mesmo promove o alivio dos sintomas
(durante ou ap6s o seu uso) nos pacientes. Como o HIV
se replica em um ambiente altamente oxidante (Gil Del
Valle et al., 2013; Kapewangolo et al., 2013), a ativi-
dade antioxidante natural dos extratos de P. barbatus
in vitro poderia contribuir para algumas informacoes
relacionadas ao seu mecanismo. Além disso, as ativi-
dades antivirais (como na inibicao de enzimas virais)
ou anti-inflamatdrias relacionadas ao extrato propdem
explicagdes para o modo como a espécie atuaria retar-
dando a progressao da doenga.

Em sistemas vivos, as espécies reativas de oxigé-
nio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) sao
geradas durante processos fisioldgicos e bioquimicos
normais, onde sua regulagao antioxidante ocorre por
diferentes mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos.
Em concentra¢des baixas ou moderadas de ROS/RNS
do metabolismo celular desempenham suas fungoes

normais na produgao de energia, fagocitose, regulagao
do crescimento celular, sinaliza¢do celular e a sintese
de compostos biologicamente importantes. Entretanto,
a superproducao de radicais livres e espécies reativas
podem levar a stress oxidativo (Valkoet al., 2007; Bha-
gat et al., 2011; Sen et al., 2013). Um grande numero de
estudos tem evidenciado que o stress oxidativo ¢ um
dos principais fatores no desenvolvimento de doengas,
assim como no processo normal de envelhecimento
(Shirwaikaret al.; 2011; Sen et al., 2010; Sen et al., 2013).
Os radicais livres produzidos pelo stress oxidativo sao
capazes de oxidar biomoléculas como proteinas, DNA e
levar a peroxidagao lipidica. Estes processos se nao forem
bloqueados podem conduzir a alteragdes mutagénicas,
dano tecidual e morte celular (Valkoet al., 2007; Bhagat
et al., 2011; Sen et al.,2013).

A pesquisa por moléculas antioxidantes naturais
presentes em plantas tem recebido grande atengao nos
ultimos anos, na tentativa de fornecer moléculas uteis
para corrigir o desequilibrio redox e prevenir doencas
associadas radicais livres em sistemas bioldgicos. Varias
espécies vegetais e alimentos ricos em polifenois, como
maca e sementes de uva, efetivamente diminuem os da-
nos da oxidagao do DNA, reduzindo as concentrac¢des
de ROS (Bellionet al., 2010; Ziu et al., 2012). Assim, os
antioxidantes naturais devido as suas propriedades
redoxes, atuam como agentes redutores, doadores de
hidrogénio, supressores de radicais livres e quelantes de
metais, desempenhando assim um papel importante na
defesa do corpo humano contra os efeitos prejudiciais
dos radicais livres (Tang et al., 2010; Wei et al., 2010;
Ziu et al., 2012; Javanmardi et al., 2003).

Neste sentido, este trabalho tem por objetivo avaliar
atividade antioxidante (ROOe®, O2e- e DPPH) e perfil
cromatografico para compostos fenoélicos das folhas,
ramos e inflorescéncias de Plectranthus barbatus.

Materiais e Métodos
Obtencao dos extratos

As amostras (folha, flor, ramo e inflorescéncia) de
Plectranthus barbatus L. foram obtidas da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES). Os extratos foram
preparados pesando-se 1g de amostra e dissolvendo-se
em10mL de etanol (10% m/v). Em seguida, sonicou-se
em banho ultrasénico-UNIQUE por 60 minutos a 30°C,
filtrados em filtro de papel 12,5 mm e membrana de
0,45um, antes da analise cromatografica. Os extratos
foram mantidos a 5°C até o momento das analises.

Perfil Cromatografico
Para determinar o perfil constitucional de compostos

fenolicos nas diferentes partes da Achillea millefolium L.,
utilizou-se o método proposto por Lima (2012), o qual se
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utilizou de um sistema de cromatografia em fase reversa
cromatografo (Knauer) acoplado a detector de Arranjo
de Fotodiodos (DAD) com sistema de separagao por
gradiente. As analises cromatograficas foram realizadas
a temperatura ambiente (21 + 2 ° C), utilizando uma
coluna C18(4,6 mm ID X 250 mm, tamanho de particula
5 um). O gradiente de eluicao era composto por acido
ortofosférico (0,1%, v/v) como solvente A e acetonitrila
como solvente B. As condic¢des de eluicao de gradiente
foram: 90-80% de A e 10-20% B (0 - 5 min); 80-75% de A
e B de 20-25% (5-35 min); 75-0% A e 25-100% B (35-55
min). O fluxo utilizado foi de: 0,8 ml/min (0-35 min); 0,8-
1,0 ml/min (35-55 min). A identificacdo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos das plantas em estudo foi
baseada na comparagao entre os picos cromatograficos
dos extratos e dos padrdes analiticos, através dos tempos
de retencdo. Além disso, fez-se adicdao de padrdes, os
quais haviam sido previamente identificados nos extratos
pelo tempo de retencao, e observou-se se haveria ou nao
aumento de area cromatografica.

Atividade antioxidante
Método do radical anion superoxido

A avaliagao da capacidade de sequestrar radicais
livres em relacao ao radical superdxido, foi baseada na
geragao do radical O2e- através do sistema enzimatico
pela reacao da hipoxantina catalisada pela enzima xantina
oxidase proposto por Zhao et al. (2006). Foram adiciona-
dos 100 puL de amostra a solucao de reagao, que consiste
em 100pL de uma solugao de EDTA 30 mM; 100uL de
uma solugao 3 mM de hipoxantina e 200 uL de uma so-
lugao 1,42 mM de Nitro Blue Tetrazolium (NBT). Apos
a mistura foi pré-incubada a temperatura ambiente por
trés minutos, foi adicionado 100 pL de uma solucao de
xantina oxidase com concentracado 0,75 U/mL e o volume
foi completado até 3mL com tampao fosfato 0,05 M (pH
7,4). A solucao final foi entao incubada em temperatura
ambiente por 40 minutos e a absorbancia foi medida em
560 nm. A atividade de sequestro do radical superdxido
foi calculada utilizando a equacao (1):

0_2(--) atividade antioxidante (%)=[1-((S-S_B ))/((C-C_B ) )]x100

Onde S, SB, C e CB sao as absorvancias da amostra, do
branco da amostra, do controle e do branco do controle
respectivamente.

Método do radical peroxila (ROO*)

A avaliagao da atividade antirradicalar das amostras
frente ao ROOy¢, foi realizada pelo método fluorimétrico,
no qual se emprega o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina
(DCFH2-DA) como substrato (AMADO et al., 2009). Para
a montagem da placa de analise contendo 96 pogas, a
mesma foi dividida em duas regides, sendo que a regiao
1 (branco das medidas) corresponde as linhas A, B, C

e D, e aregiado 2 corresponde as linhas E, F, G e H. As
3 primeiras pogas, tanto na regiao 1 quanto na 2, sao
reservadas para o solvente, em que foi adicionado 10
ul do solvente utilizado nas amostras. No restante da
placa, foram adicionados 10 uL de amostra em triplicata
(3 pogas) na regiao 1 e na regido 2. Apos foi adicionado
o tampao de reacdo (127,5 uL), em todas as pogas da
placa. Por fim, adicionou-se 7,5 uL. de agua ultrapura
na regiao 1 e 7,5 pL da solugao de ABAP (4 mmolL-1)
na regiao 2. Imediatamente antes da analise da placa,
no fluorimetro, foi adicionado 10 uL. de DCFH2-DA (16
umolL-1), previamente desacetilado. O fluorimetro foi
programado para manter a temperatura a 37°C e medir
a fluorescéncia nos comprimentos de onda de 485 nm
(excitacao) e 520 nm (emissao) a cada 5 minutos, num
intervalo total de 30 minutos. O tampao de reagao uti-
lizado nesta determinacao ¢ composto de HEPES (30
mmolL-1), KCl (200 mmol'L-1) e MgCI2 (1 mmolL-1).
A desacetilagdo quimica do DCFH2-DA, gerando o
composto DCFH2, foi realizada com a adigao de 2,0 ml
de NaOH (0,01 mol'L-1) em uma solugado etandlica de (5
mmolL-1) de DCFH2-DA, em temperatura ambiente e
ao abrigo de luz. Apo6s 30 minutos, adicionou-se 10 mL
de tampao fosfato 25 mmol L-1 (PH 7,4), composto de
fosfato mono e dibasico, armazenando-se a solu¢do em
gelo até o momento do uso. A atividade antirradicalar
contra o radical peroxil (AAROQOe®) das amostras foi
determinada com base na medida referente ao tempo
de 30 minutos de reacao, e calculada conforme equagao
(2) abaixo:

AA_(ROO")=(1-((F_A-F_AB ))/((F_S-F_SB ) ))x100

Onde FA ¢é a fluorescéncia da amostra, com ABAP,
FAB é a fluorescéncia do branco da amostra, sem ABAP,
FS é a fluorescéncia do solvente utilizado nas amostras,
com ABAP, e FSB ¢ a fluorescéncia do branco do sol-
vente, sem ABAP.

2.3.3 Método do radical DPPH

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada
da seguinte forma: 1500 uL da amostra serd adicionada
a 1480 uL da solugao de DPPH e 20 uL da solucado de
trabalho. Paralelamente conduziu-se um branco para
cada amostra contendo 1500 pL da amostra e 1500 uL de
solugao de trabalho. Foi necessario conduzir um branco
para o DPPH para o calculo da atividade antioxidante,
dessa forma 1480 uL de DPPH foram adicionados a 1520
uL de solucao de trabalho. Apo6s 30 minutos de reacao
sob abrigo da luz as absorvancias foram medidas em
522 nm. A porcentagem da atividade antioxidante frente
ao radical DPPH foi calculada conforme equagao (3):
AA_DPPH=((A_DPPH-(A-A_B ))/A_DPPH )x100

Onde ADPPH é a absorvancia da solucao de DPPH,
A e AB sao as absorvancias da amostra e branco, res-
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pectivamente.

Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresenta os dados do teor de fendlicos
totais para diferentes partes de Plectranthus barbatus
L. Os teores variaram de 3,26 mg/g a 5,40 mg/g de fe-
nolicos totais por grama de extrato na concentragao de
10% etanol. Verificou-se que para as diferentes partes
da planta houve um aumento crescente na concentragao
de fenolicos totais, sendo que a menor concentragao
encontrada foi para folha e maior para flor. Ramu et al.
(2012) avaliaram o teor de fendlicos totais nas folhas de
Plectranthus mollis, encontrando valores consideraveis
para tal, o que confirma os resultados encontrados em
nosso trabalho e indica que a espécie apresenta com-
postos fenolicos. Esses dados foram estatisticamente
analisados pelo teste de Tukey, onde se pode observar
que o teor de fendlicos totais na flor e ramo nao apresen-
tam diferencas estatisticamente significativas, ja a folha
nao apresenta diferenca significativa em relacao a flor,
ramo e inflorescéncia, porém a ultima € estatisticamente
diferente dos demais.

Tabela 1. Teor de fenodlicos totais em mg de acido

galico por grama extrato etanolico de diferentes

orgaos da planta Plectranthus barbatus L.

R Fenoli totai
Extrato etandlico €noficos totats

mg/g
Plectranthus barbatus L — 3,86
folhas
Plectranthus barbatus L —
. . 3,26
inflorescéncia
Plectranthus barbatus L — 5,27
flores
Plectranthus barbatus L — 5,40
ramos

Para identificagao dos provaveis compostos fenolicos
presentes nas diferentes partes de Plectranthus barbatus
L., os extratos foram submetidos a andlise cromatografica

por HPLC utilizando o método de Lima (2012). As figuras
1(a), 1(b), 1(c) e 1(d) apresentam o perfil cromatografico
dos extratos, bem como a sobreposigao dos padroes ana-
liticos de compostos fendlicos. O composto quercetina
foi identificado nas flores, folhas, ramo e inflorescéncia,
canferol apareceu nas folhas e inflorescéncia, enquanto
acido cafeico e acido fertlico apenas na inflorescéncia e
flor, respectivamente. Quercitrina e flavona apareceram
apenas nas folhas. Resultados que corroboram com
aqueles encontrados por Grayer et al. (2010), que ana-
lisaram a composi¢ao quimica da Plectranthus barbatus
L. encontrando compostos como quercetina e canferol.
Ramu et al. (2012) avaliaram as folhas de Plectranthus
mollis e identificaram a presenca de compostos como
acido cafeico, quercetina e luteolina. Kubinova et al.
(2013) avaliaram as folhas de Plectranthus forsterie en-
contraram compostos como 4cido cafeico, confirmando a
composigao encontrada no presente estudo. El-hawary et
al. (2012) avaliou a composicao quimica de Plectranthus
amboinicus, identificando compostos como quercetina,
acido cafeico e acido cumarico.

Os extratos obtidos das diferentes partes da planta
apresentaram atividade antioxidante frente ao radical
DPPH, variando de 62.0 +0.5% (flor) a 71.0 £0.7% (in-
florescéncia). Em relacdo ao radical peroxil, todos os
extratos apresentaram acao inibitoria variando de 84.0 +.
4% (inflorescéncia) a 93.0 + 0.2 (ramo). Esses dados foram
estatisticamente analisados pelo teste de Tukey, onde
se pode observar que a atividade inibitdria obtida pelos
ramos, flor e folha nao apresentam diferengas estatisti-
camente significativas, ja a inflorescéncia é diferente dos
demais 6rgaos da planta. Ja frente ao radical superdxido,
apenas folha e ramo apresentaram atividade inibitdria
variando de 1.29+0.1% a 4.50+0.1%, respectivamente.
Sendo que estes foram analisados estatisticamente, e
assim, apresentaram diferencas significativas entre si.
Estes dados podem ser mais bem observados na Tabela 2.

Manjamalai & Grace (2012) avaliaram a atividade
antioxidante de extratos de Plectranthus amboinicus
frente aos radicais DPPH e hidroxila, sendo que o ex-
trato apresentou atividade inibitoria frente aos radicais
testados. Menon et al. (2012) avaliou a atividade antioxi-

Tabela 2 - Atividade antioxidante frente aos radicais superoxido, DPPH e peroxil para extratos etanolicos obtidos
a partir de diferentes drgaos de Plectranthus barbatus.

Extrato etandlico Radical Radical Radical
10%(m/v) Superdxido DPPH Peroxil
Boldo - Flor -99.10 £ 0.1 62.0+0.5 89.0+1.7
Boldo - Folha -1.29+0.3 65.0+0.1 91.3+0.5
Boldo — Ramo 45+0.5 66.0 +0.3 93.0+0.2
Boldo - -107.8 £ 0.2 71.0+0.7 84.0+0.4
Inflorescéncia
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Figura 1(a) - Cromatograma do extrato etanolico (10% m/v) da flor de P. barbatus, com sobreposicao do
cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solu¢ao da mistura de padroes.
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Figura 1(b) - Cromatograma do extrato etandlico (10% m/v) puro da folha de P. barbatus, com sobreposi¢ao do
cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da soluc¢do da mistura de padrdes.



Ciéncia e Natura v.38 n.3, 2016, p. 1215 -1227 1501

Canferol

Quercetina

mAU

a
Acido Cafeico

L ]

Tempo(min)

Figura 1(c) - Cromatograma do extrato etandlico (10% m/v) puro da inflorescéncia da P. barbatus, com
sobreposicdao do cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da solu¢do da mistura de padrdes.
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Figura 1(d). Cromatograma do extrato etandlico (10% m/v) do ramo de P. barbatus, com sobreposi¢ao do
cromatograma contendo, além do extrato (10% m/v), 0,75g/L da soluc¢do da mistura de padrdes.
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dante de extratos metanolicos de Plectranthus hadiensis
(Forssk.) frente ao radical sintético DPPH apresentando
capacidade de inibir oxidagao. Os dados de atividade
frente ao radical DPPH também foram estatisticamente
analisados pelo teste de Tukey, onde se pode observar
que a atividade inibitoria obtida no ramo e nas folhas nao
apresentam diferengas estatisticamente significativas, ja
a flor e a inflorescéncia sao estatisticamente diferentes
entre si e dos demais 6rgaos da planta.

J& os extratos obtidos da inflorescéncia e flor, apre-
sentaram atividade pro-oxidante, variando de -107.8 +
0.12a-99.1+0.1, respectivamente. Resultado que est4 de
acordo com o encontrado com por Zhao et al. (2006), em
que avaliou atividade antioxidante de extratos etandlicos
de cevada frente ao radical superéxido encontrando
atividades pro-oxidantes, segundo os autores alguns
compostos fenolicos em determinadas faixas de con-
centragdes podem apresentar agao pro-oxidante ao invés
de antioxidante.

Conclusao

Neste trabalho avaliou-se a composig¢ao quimica em
nivel de compostos fendlicos para diferentes 6rgaos de
Plectranthus barbatus, bem como a atividade antioxi-
dante frente aos radicais DPPH, superdxido e peroxil.
Pode-se observar que as diferentes partes da planta
apresentam compostos como canferol, acido cafeico,
acido feulico, quercitrina, flavona e quercetina. Além
disso, observou-se que a espécie em questao apresenta
consideravel atividade antioxidante frente aos radicais
avaliados. Este trabalho demonstra que é de extrema
importancia que se saiba qual drgao da planta se esta
avaliando, pois além de os mesmos terem apresentan-
do diferengas na atividade antioxidante apresentaram
diferencas na composicao quimica.
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