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RESUMO: A origem de varias doengas degenerativas, como cardiopatias, aterosclerose, problemas pulmonares, entre outras, esta relacio-
nada aos danos promovidos pelos radicais livres. Sugere-se que o consumo de vegetais ricos em substancias antioxidantes pode diminuir
a incidéncia de algumas doencas. Maytenus ilicifolia (Celastraceae), conhecida popularmente como espinheira-santa, ¢ uma arvore de
pequeno porte, cujas folhas sdo utilizadas como antiulcerogénicas, para dispepsias e outros problemas gastricos. A espécie Bixa orellana
(Bixaceae) popularmente ¢ conhecida como urucum. Suas sementes sdo utilizadas como expectorante, antiespasmodico e também para
queimaduras. Ja as folhas sdo utilizadas terapeuticamente para afec¢des do estomago, doengas coronarianas, intestino, afecgdes respira-
torias e urindrias, e também como afrodisiaco. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante dos extratos brutos
e fragdes de Bixa orellana (EBO e FBO) e Maytenus ilicifolia (EMI e FMI), utilizando o radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Os
extratos hidroalcoolicos EBO e EMI mostraram intensa atividade antioxidante na concentragdo 1000pg/mL apresentando a inibicdo de
91,6£1,1% e 90,1+1,1%, respectivamente. Os extratos fracionados FBO e FMI mostraram atividade nos extratos polares: acetato de etila e
metanol. FBO apresentou inibi¢do na concentragido de 1000pg/ mL de 90,7+0,15% em acetato de etila e 93,6+0,4% em metanol, enquanto
FMI apresentou a inibigdo de 95,4 e 95,7% para respectivas fragdes. A cromatografia de camada delgada e posterior revelagdo com solugao
de DPPH indicaram diferentes substancias com atividade antioxidante nos extratos EBO ¢ EMI, e também nas fragdes FBO e FMI, confir-
mando assim nossos prévios resultados dos testes in vitro.
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EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LEAVES EXTRACT OF Bixa orellana (BIXACEAE) AND Maytenus
ilicifolia (CELASTRACEAE)

ABSTRACT: The origin of several degenerative diseases as cardiac diseases, atherosclerosis, lung problems among other, are related to
the damages promoted by the free radicals. It is suggested that the consumption of vegetables rich in antioxidant substances can reduce the
incidence of some diseases. Maytenus ilicifolia (Celastraceae) known popularly as espinheira-santa is a small tree, whose leaves are used
as antiulcerogenic, for dyspepsias and other gastric problems. The seeds of Bixa orellana (Bixaceae) popularly known as urucum are used
as expectorant, spasmolytic and also for burns. Already the leaves are therapeutically used for stomach dysfunctions, coronaries diseases,
intestine, breathing and urinary affections, and also as aphrodisiac agent. The aim of the present work was to assess the antioxidant capacity
of the crude extracts and fractions of Bixa orellana (EBO and FBO) and Maytenus ilicifolia (EMI and FMI) using the radical 2.2 difenil
-1- picrylhidrazil (DPPH). The hydroalcoholic extracts EBO and EMI showed intense antioxidant activity at the concentration of 1000ng/
mL showing the inhibition of 91.6+1.1% and 90.1+1.1%, respectively. The ethyl acetate and methanol polar fractions of FBO and FMI
fractions showed high activity. FBO presented inhibition in the concentration of 1000pg/mL of 90.7% and 93.6%, while FMI the inhibition
0f 95.4 and 95.7% for respective fractions. The thin layer chromatography with subsequent viewing with DPPH solution revealed different
substances with antioxidant capacity in the extracts EBO e EMI, and also in the fractions FBO e FMI, this way confirming our previous
results.

KEYWORDS: Antioxidants; DPPH; Free radicals; Bixa orellana; Maytenus ilicifolia.

Introducao

A espécie Bixa orellana L. pertence a familia
Bixaceae, sendo popularmente conhecida como uru-
cum, agafroa, acafroeira-da-terra, achiote, annatto,
conforme a regidgo (COELHO et al., 2003). E um ar-
busto grande ou arvore pequena, com 3-5 m de altura,
cujo tronco € revestido por casca parda e a copa é bem
desenvolvida (LORENZI; MATOS, 2002). O principal
produto é a semente, que apresenta cobertura rica em
bixina, um corante do grupo dos carotendides, de gran-
de interesse nos mercados nacional e internacional. No
entanto, as folhas sao utilizadas terapeuticamente para
afecgdoes do estomago, doencas coronarianas, intesti-

'Farmacéutica graduada pela UNIPAR — Sede
’Bidloga graduada pela UNIPAR — Sede
3Professor Titular da Unipar — Sede.

Contato: takemura@unipar.br

Arq. Ciénc. Saude Unipar, Unuarama,

no, afeccdes respiratdria e urinaria e como afrodisiaco
(COELHO et al., 2003). Segundo os mesmos autores, 0
estudo fitoquimico revelou a existéncia, nas folhas, de
um o6leo volatil contendo mono e sesquiterpenos, entre
o0s quais destacam-se o ishwarano e varios flavonoides.
De acordo com Harborne (1975), foram identificadas
as seguintes substancias, presentes todas nas folhas de
B. orellana: Apigenina-7-bisulfato; Cosmosiina; Cina-
rosideo; Hipoletina-8-bisulfato; Luteolina-7-bisulfato.
Terashima et al. (1991) identificaram a molécula Iso-
escutelareina.

A espécie Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.
pertence a familia Celastraceae, sendo conhecida po-
pularmente no Brasil como espinheira-santa, em alu-
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sdo as suas folhas que possuem bordas espinhosas e
propriedades medicinais (LORENZI; MATOS, 2002;
MARIOT; BARBIERI, 2007). O uso medicinal mais
comum da espinheira-santa € para o tratamento de gas-
trites, Glceras gastricas e duodenais, laxante leve, afec-
¢Oes renais e hepaticas. Souza-Formigoni et al. (1991)
comprovaram a acao protetora do abafado (infuso) de
M. ilicifolia contra o desenvolvimento da tulcera ex-
perimental em ratos, tanto por via oral, como por via
intraperitoneal. Os resultados obtidos nesse estudo
mostraram que o efeito protetor da “espinheira-santa”
¢ comparado ao da cimetidina, a qual ¢ utilizada como
anti-histaminico de acdo inibitéria sobre a hemorragia
digestiva e sobre a secre¢cdo gastrica de acidos, co-
mumente observados na ulcera péptica. As folhas sdo
constituidas principalmente por compostos terpénicos,
fenolicos, fitoesteroides e alcaldides (ITOKAWA et al.,
1991; MARIOT; BARBIERI, 2007).

Muitos estudos vém sendo dirigidos para ca-
racterizagdo das propriedades antioxidantes de plan-
tas, e identificacdo dos constituintes responsaveis
por estas atividades (GOVINDARAJAN et al., 2003;
MAHAKUNAKORN et al., 2004;).

Sugere-se que haveria relagdo inversa entre a
dieta com alimentos ricos em antioxidantes e 0 nimero
de incidéncias de doencas humanas. Portanto, a pesqui-
sa para determinagao de antioxidantes naturais tem sido
muito importante (MAVI et al., 2004). O potencial an-
tioxidante da bixina, carotenoide presente nas sementes
de B. orellana, foi avaliado anteriormente, porém, as
folhas ainda ndo foram objetos de estudo com relagdo
a atividade antioxidante (LING, 2005). E também que
os extratos fracionados das folhas de M. ilicifolia ainda
ndo foram avaliados quanto a sua capacidade antioxi-
dante.

O ensaio utilizando o radical 2,2 difenil-1-pi-
crilhidrazila (DPPH) ¢é considerado um método valido
e facil para avaliagdo da atividade seqiiestradora dos
antioxidantes, uma vez que o radical ¢ estdvel e ndo
precisa ser gerado, como acontece em outros métodos
(SANCHES-MORENO, 2002; SILVA, et al. 1999).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
capacidade antioxidante dos extratos totais e extratos
fracionados de M. ilicifolia e B. orellana, pelo método
espectrofotométrico, utilizando o DPPH.

Materiais e Métodos

Material boténico

As folhas de B. orelana e M. ilicifolia foram
coletadas no Horto de Plantas Medicinais da Universi-
dade Paranaense - Umuarama - PR, no més de junho de
2006. As espécies foram identificadas pela Prof. Ezilda
Jacomassi - Universidade Paranaense - Campus Sede,
e exsicatas dos materiais estao depositadas no Herbario
HEUP (Herbario Educacional Universidade Paranaen-
se), com o numero de registro 2062 e 2063, respectiva-
mente.
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As folhas foram secas em estufa com circula-
¢do de ar, com temperaturas inferiores a 40°C, e pulve-
rizadas em trituradores industriais. Os materiais foram
armazenados em sacos plasticos de polipropileno, até o
momento do uso.

Reagentes e materiais

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), quer-
cetin foram adquiridos da companhia Sigma/Aldrich.
As placas cromatograficas de Silica-gel F,_, utilizados
foram da marca Merck. Todos os solventes utilizados
no trabalho foram de grau analitico marca Synth ou

equivalente.

Preparacao dos extratos

Para preparagdo dos extratos hidroalcodlicos
foram utilizadas 5 g das folhas de B. orellana (EBO)
e M. ilicifolia (EMI) maceradas em 150 mL de alcool
a 70% por um periodo de 72 horas. As fragdes hexano
(FHBO e FHMI), diclorometano (FDBO e FDMI), ace-
tato de etila (FAEBO ¢ FAEMI) e metanol (FMBO e
FMMI) foram obtidos utilizando o aparelho de Soxhlet,
utilizando a relagao de 10 g das plantas em po para 100
mL de cada solvente utilizado na ordem de polaridade
crescente (hexano a metanol). Em seguida, foram cal-
culados os teores extrativos para os respectivos extra-
tos, para o ajuste da concentracdo a ser utilizada nos
experimentos.

Aliquotas dos respectivos extratos hidroalcoo-
licos e fracionados referentes a 1 mg de extrato foram
evaporados sob corrente de ar quente, com temperatura
nao superior a 40°C, e solubilizados em 1 mL de meta-
nol, para avaliacdo da atividade antioxidante.

Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método
de DPPH

Os experimentos foram realizados em triplica-
ta, com repeticdes (n=6). A atividade antioxidante foi
determinada por espectrofotometria, utilizando 2,9 mL
de uma solugdo do radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) 60 um diluidos em metanol, e foram adiciona-
dos 0,1 mL dos diferentes extratos. As amostras anali-
sadas foram comparadas com uma amostra padrdo de
quercetina na concentragdo de 100 pM. (GONVINDA-
RAJAN et al., 2003; SOUZA; GIOVANI, 2004). As
leituras das absorbancias foram realizadas 20 minutos
apos a reacdo, utilizando o espectrofotdmetro Fento
modelo 700 Plus, em 515 pm (QUIAN; NIHORMBE-
RI, 2004).

Inicialmente, os extratos foram submetidos a
uma avaliacdo na concentragdo de 1000 pug/mL, e os
extratos das plantas que tiveram atividade significativa
no teste preliminar foram avaliados em detalhes (dose
dependéncia) em diferentes concentragdes a partir de
dilui¢des realizadas (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25
e 15,62 pg/mL).
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Cromatografia em camada delgada com revelacio
em DPPH.

Foram realizadas analises por cromatografias
de camada delgada (CCD) utilizando placas cromato-
graficas Merck de silica gel 60 F ,, com a fase movel:
acetato de etila:metanol:agua destilada (9,5: 0,5: 0,5)
(Farmacopéia brasileira, 2002). Aliquotas dos extra-
tos hidroalcodlicos (EBO e EMI), hexano (FHBO e
FHMI), diclorometano (FDBO e FDMI), acetato de
etila (FAEBO e FAEMI) e metanol (FMBO e FMMI)
foram aplicados nas bases cromatograficas. As placas
foram reveladas com uma solugdo de DPPH na concen-
tracdo de 2mg/mL de metanol (CUENDET, 2000).

Resultados e Discussao

Avaliacio da capacidade antioxidante pelo método
de DPPH

A atividade antioxidante dos diferentes extra-
tos de B. orellana e M. ilicifolia foi avaliada utilizando
o radical livre de DPPH.

Nos testes realizados, a quercetina 100 uM foi
utilizada como padrao positivo, e a inibicdo média nas
avaliagoes foi de 95,7+1,3%. A quercetina ¢ um flavo-
nodide que tem sua atividade antioxidante comprovada.
Matsuura et al. (2002) relata a atividade da quercetina
na concentragdo de 20 uM, como tendo uma inibigao
de 73,5%.

Para avaliag@o prévia da atividade antioxidan-
te, os extratos EBO e EMI foram testados previamen-
te na concentragdo de 1000ng/ mL, os extratos EBO e
EMI apresentaram inibi¢ao de 91,6+1,1% e 90,1£1,1%,
respectivamente.

Uma vez confirmada a existéncia da capacida-
de antioxidante dos extratos, diferentes doses de EBO
e EMI foram avaliadas em um teste de dose dependén-
cia. Os resultados obtidos s3o mostrados na Figura
1. A partir de 31,2 pg/ mL, (inibi¢do de 6,0+2,0% e
8,9+1,3%, respectivamente). Nas concentracdes de 125;
250 e 500 pg/ mL do extrato EBO, as inibigdes foram
de 34,2+4,0%; 59,5+4,3 % e 90,2+1,4%, respectiva-
mente. O extrato EMI mostrou inibicao de 25,2+1,3%;
44,6+2,4% e 76,7+3,4% nas concentragdes de 125; 250
e 500 ug/mL, respectivamente.
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Figura 1: Atividade antioxidante dos extratos hidroalcodli-
cos EMI e EBO. Resultados sdo expressos em média =EPM.
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Na tentativa de conhecer a natureza das subs-
tancias presentes nos extratos EBO e EMI, fracdes fo-
ram preparadas e sua atividade antioxidante avaliada
previamente na concentragdo de 1000 pg/ mL. As fra-
¢Oes mais polares (FAEMI e FMMI) de M. ilicifolia fo-
ram as que apresentaram capacidade antioxidante mais
intensa, em torno de 95%. O mesmo aconteceu com as
fracdes FAEBO e FMBO, que apresentaram inibi¢ao de
90,7 £ 0,15% e 93,6 £ 0,4%, respectivamente (Figuras

2 a,b).
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Figura 2: Capacidade antioxidante das fra¢des de (a) M. ili-
cifolia e (b) B. orellana, nas concentragdes de 1000ug/mL.
Resultados sdo expressos em média = EPM.

As FHMI e FDMI foram excluidas dos testes,
pois demonstraram baixa inibi¢do em 1000pg/ mL,
(14,9 = 0,3% e 26,2 £ 1,5%, respectivamente) (Figura
2 a). O mesmo ocorre para as fracdes menos polares de
B. orelana (Figura 2 b).

As fragdes mais polares de ambas as plantas
(metanol e acetato de etila) apresentaram atividade an-
tioxidante mais intensa, e por isso foram selecionadas
para serem testadas as doses-dependéncia.

A fragdo FAEMI apresentou intensa capacida-
de antioxidante, inibindo a absorbancia a partir da dose
mais baixa testada (15,625ug/mL) apresentando uma
inibicao de 7,9 + 0,6%, ¢ nas demais concentragdes tes-
tadas, percebendo-se uma dose dependéncia até a con-
centrag@o de 500 pg/mL, em que a inibigdo observada
foi de 93,4 + 0,2%. O mesmo aconteceu com o extrato
FMMI (Figura 3).
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Figura 3: Atividade antioxidante dos extratos FAEMI e
FMML. Os resultados estdo expressos como média zEPM.

Com relagdo ao urucum, enquanto a fracao

171



FAEBO apresentou a inibicdo de 86,5+2,4% na con-
centracao de 500pg/mL, a FMBO obteve 94,24+1,4% na
mesma concentragao (Figura 4).
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Figura 4: Atividade antioxidante dos extratos FAEBO e
FMBO. Os resultados estdo expressos como média +EPM.

Cromatografia de camada delgada com revelaciao
em DPPH.

Para a confirmacao da atividade antioxidante
obtida nos ensaios anteriores, € também obter mais in-
formagdes sobre o nimero de substincias com capaci-
dade antioxidante, foirealizada a CCD das amostras tes-
tadas. As placas cromatograficas foram posteriormente
reveladas com DPPH, e assim, diferentes substancias
com capacidade antioxidante foram visualizadas como
manchas amareladas, que representavam o ponto onde
se localizavam substancias que possuiam atividade an-
tioxidante.

No cromatograma percebeu-se que as fragoes
FAEBO e FMBO apresentam diferentes substancias
com atividade revelada pelo DPPH. Substancias pre-
sentes na fragdo FMBO com Rf= 0,88; 0,77 ¢ 0,62,
além da substancia na origem.

Da mesma forma, fragdes de M. ilicifolia,
apresentaram principalmente nas fragdes mais polares,
substancias com capacidade antioxidante. Nas fragoes
metanol e acetato de etila, substancias com Rf=0,82 e
0,72 foram evidentes, além de uma mancha proxima a
linha alcangada pela fase movel. Resultados sugerem as
catequinas como uma das possiveis substancias ativas,
ou ainda, a presenca de flavonoides como elementos
que possuem a capacidade antioxidante (CORSINO,
2003; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002).

Tanto no caso da B. orellana como no caso da
M. ilicifolia, os extratos e fra¢cdes que foram ativas nos
experimentos in vitro, foram aquelas cuja a visualizagdo
em CCD e revelacao com DPPH revelaram um maior
numero de substancias ativas.

Conclusiao
A partir dos resultados do presente estudo ¢

possivel concluir que as folhas dos extratos hidroal-
coolicos de B.orellana e M. ilicifolia possuem poten-
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te capacidade antioxidante, determinada pelo método
de DPPH. Os extratos fracionados que apresentaram
maior atividade antioxidante foram as fracdes acetato
de etila e metanol, sugerindo que as substancias ativas
possuem caracteristicas polares, tanto na B. orellana,
como na M. ilicifolia. Os resultados da CCD com pos-
terior revelagao com DPPH, confirmaram os resultados
obtidos nos testes in vitro.
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