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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

METABOLITOS SECUNDARIOS, COMPOSICAO QUIMICA E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO OLEO ESSENCIAL E DAS FOLHAS
DE Vitex megapotamica (SPRENGEL) MOLDENKE
AUTORA: THIELE FACCIM DE BRUM
ORIENTADORA: MARGARETH LINDE ATHAYDE
Data e Local da Defesa: 19 de marco de 2012, Santa Maria.

A familia Verbenaceae consiste de aproximadamente 2600 espécies, sendo que o género Vitex
apresenta 250 espécies. Vitex megapotamica distribui-se no nordeste da Argentina, no leste do
Paraguai, no Uruguai e comumente encontrada no sul do Brasil. O presente trabalho teve como
objetivo realizar um estudo fitoquimico, a constituicdo quimica e a atividade antioxidante do 6leo
essencial e dos extratos das folhas de V. megapotamica. As folhas da planta foram coletadas no
municipio de Santa Maria, RS, Brasil, em dezembro de 2010. O material esta depositado no herbario
do Departamento de Biologia da UFSM catalogado sob o numero de registro SMBD 13.071. O
material macerado com etanol (70%) e filtrado, apdés uma parte do extrato etandlico foi reservada e a
outra evaporada em evaporador rotatério para remocdo do etanol (extrato aquoso). Este foi
particionado em ampolas de separacéo, utilizando solventes de polaridade crescente: diclorometano,
acetato de etila e butanol, sendo que o extrato bruto foi obtido pela secura do extrato aquoso. O
estudo fitoquimico revelou a presenca de heterosideos antocianicos, fendis, taninos, catequinas,
flavondis, flavanonas, flavanondis, xantonas, esteroides, triterpenoides, heterosideos cardioativos,
fendis com posigéo orto e meta livres, cumarinas, e acidos organicos. O extrato bruto e as fra¢des
foram investigados quanto a capacidade antioxidante através do método do DPPH, TBARS e
carbonilagcdo de proteinas, o teor de compostos fendlicos (flavonoides, polifendis e taninos) foi
determinado, e foi realizada a identificacdo e quantificacdo de &cidos fendlicos por CLAE. Os teores
de compostos fendlicos foram maiores na fragdo acetato de etila, sendo de 522,4 + 1,12 mg/g para
polifenéis e 220,48 + 0,30 mg/g para flavonoides, esta fracdo foi a Unica que apresentou taninos
condensados, embora em pequena quantidade. Os ensaios com DPPH revelaram alta capacidade
sequestradora de radicais livres, apresentando ICsy que variaram de 14,17 + 0,76 pg/ml a 37,63 +
0,98 pg/ml. As fragBes e o extrato bruto inibiram a producdo de TBARS, com ICsy que variou de 16,36
+ 5,09 ug/ml a 72,72 + 7,22 pg/ml, sendo que a fracdo acetato de etila foi a que apresentou o melhor
resultado. Os extratos foram eficazes na inibicdo da carbonilacdo de proteinas em concentracdes de
50, 100 e 200 mg/ml, por possuirem maior quantidade de compostos fendlicos. A analise por CLAE
revelou a presenca de &cido clorogénico e rosmarinico, sendo o segundo encontrado em maior
guantidade. Através da extracdo do 6leo essencial das folhas, foi possivel obter a composicéo
guimica e a capacidade antioxidante pelo método do DPPH. Os componentes majoritarios obtidos
foram BHT (34,17%), fitol (12,66%), a-cariofileno (11,84%), &-elemeno (10,65%), B-cariofileno
(7,82%), y-elemeno (4,24%) e germacreno D (2,82%). O 6leo mostrou inibicdo percentual de 35,62%
e 75,25% em concentracbes de 76 e 101,6 mg/ml, respectivamente. Provavelmente, a atividade
antioxidante relatada se deve ao componente majoritario BHT. Através deste estudo, foi possivel
identificar a composi¢cdo quimica do 6leo essencial bem como reconhecer os principais grupos de
substancias presentes nos extratos das folhas de V. megapotamica os quais obtiveram uma boa
atividade antioxidante.

Palavras-chave: Verbenaceae. Oleos essenciais. Compostos fendlicos. Capacidade antioxidante.
CLAE.
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The Verbenaceae family consists of about 2600 species, of which the genera Vitex has 250 species.
Vitex megapotamica is distributed in northeastern Argentina, eastern Paraguay, in Uruguay and
commonly found in southern Brazil. The present work aims to perform a phytochemical study, the
chemical composition and antioxidant activity of essential oil and extracts of leaves of V.
megapotamica. Leaves of V. megapotamica were collected in Santa Maria, RS, Brazil, in december of
2010. A dried voucher specimen is preserved in the herbarium of the Department of Biology at Federal
University of Santa Maria by register number SMBD 13071. The material was macerated in ethanol
(70%) and filtered, after a part of the ethanol extract was reserved and the other evaporated in rotary
evaporator to remove ethanol (aqueous extract). This was partitioned in ampoules of separation using
increasingly polar solvents: dichloromethane, ethyl acetate and butanol, and the crude extract was
obtained by drying the aqueous extract. The phytochemical study revealed the presence of
anthocyanins, phenols, tannins, catechins, flavonols, flavanones, flavanondis, xanthones,
triterpenoids, steroids, cardioactive glycosides, phenols with ortho and meta position free, coumarins
and organic acids. The crude extract and fractions were investigated for antioxidant activity by the
method of DPPH, TBARS and protein carbonyls, the content of phenolic compounds (flavonoids,
polyphenols and tannins) was determined, and was performed to identification and quantification of
phenolic acids by HPLC. The phenolics compounds were higher in the ethyl acetate fraction, being
522.4 = 12.1 mg/g for polyphenols and 220.48 + 0.30 mg/g for flavonoids, only this fraction showed
condensed tannins, though in small quantity. The assays with DPPH revealed high radical scavenging
capacity, showed ICsy ranged from 14.17 = 0.76 pg/ml to 37.63 + 0.98 pg/ml. The crude extract and
fractions inhibited the TBARS production, with 1Cs, ranging from 16.36 + 5.09 pg/ml to 72.72 + 7.22
pg/ml, where as ethyl acetate fraction was showed the best result. The extracts were effective in
inhibiting protein carbonyls at concentrations of 50, 100 and 200 mg/ml, therefore have a higher
amount of phenolic compounds. HPLC analysis revealed the presence of chlorogenic and rosmarinic
acids and the second in the greatest quantity. Through the extracting the essential oil of the leaves, it
was obtained the chemical composition and antioxidant capacity by DPPH method. The main
components in the oil were BHT (34.17%), phytol (12.66%), a-caryophyllene (11.84%), &-elemene
(10.65%), B-caryophyllene (7.82%), y-elemene (4.24%) and germacrene D (2.82%). The oil showed
percentage inhibition of 35.62% and 75.25% at concentrations of 76 and 101.6 mg/ml, respectively.
Probably, the antioxidant activity reported is due to the major component of BHT. Through this study it
was possible identify the chemical composition of essential oil, as well as know the major groups of
substances present in extracts from leaves of V. megapotamica who obtained a good antioxidant
activity.

Key words: Verbenaceae. Essential oil. Phenolics. Antioxidant capacity. HPLC.
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1 INTRODUCAO

Sem o0 recurso da ciéncia, o homem primitivo observava, admirava e
apreciava a diversidade do mundo das plantas, as quais forneciam alimentos,
remeédios, roupa e abrigo. Em frente as doencas que acometiam os povos antigos,
eles recorriam as plantas, pois ndo havia muitas alternativas para a cura das
enfermidades (CUNHA, 2005). Ainda hoje, o conhecimento sobre plantas medicinais
simboliza, muitas vezes, 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos (MACIEL et al., 2002).

Com certeza, iniUmeras espécies vegetais foram incorporadas a medicina
tradicional, Unica e exclusivamente, pelo acaso, caracterizado pelo uso empirico de
espécies vegetais, seguido de avaliagdo, mesmo que rustica e grosseira, dos sinais
e sintomas que apareciam apoOs seu consumo, até selecionar pela qualidade de
respostas se determinada espécie seria Util ou ndo. O método usado € o mesmo, o
da tentativa e erro, ainda muito comum e Gtil na pesquisa, que serve para mostrar a
forte ligacdo entre o conhecimento popular e o cientifico (STASI, 1996). A partir
desse conhecimento popular, acerca do uso das plantas medicinais, que serviu de
embasamento para os estudos clinicos, farmacoldgicos e quimicos das plantas,
originaram-se 0s primeiros farmacos utilizados pelo homem, como atropina,
artemisia, colchicina, digoxina, efedrina, morfina, pilocarpina, quinina, reserpina,
taxol, vincristina e vinblastina (GILANI; ATTA-UR-RAHMAN 2005).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico, envolvendo
0s estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Segundo Miguel e Miguel (1999), os produtos naturais podem ser tao
eficientes quanto os produzidos pela sintese quimica, contudo a transformacao de
uma matéria-prima vegetal em um medicamento deve visar a preservagdo da
integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia de sua
acao bioldgica e a sua seguranca de utilizacdo, além de valorizar seu potencial
terapéutico. Para garantir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos requer,

necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agronémicos,
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fitoquimicos, farmacolégicos, toxicolégicos, de desenvolvimento de metodologias
analiticas e tecnoldgicas.

Tendo em vista que a maior parte da populacdo mundial € ocupada pelos
paises menos desenvolvidos economicamente, os quais encontram dificuldades em
oferecer atendimento a saude, frente ao aumento populacional e diante da escassez
de recursos e necessidade aumentada de medicamentos que se tornam mais
dispendiosos, destaca-se a importancia da Fitoterapia (WIJESEKERA, 1986). O
estimulo ao uso destes fitoterdpicos tem como objetivo: prevenir, curar ou minimizar
0s sintomas das doencgas, com um custo mais acessivel a populagcédo e aos servigos
de saude, comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica, que sao, em
geral, mais caros, devido as patentes tecnologicas envolvidas (TOLEDO et al.,
2003).

Um fator relevante é a quantidade de plantas existente no planeta, sendo que
a maioria € desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde entre 250-500 mil
espécies, somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma
porcentagem ainda menor é avaliada sob aspectos biolégicos (CECHINEL FILHO;
YUNES, 1998). O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado
entre 350.000 a 550.000, sendo que apenas 8% das espécies vegetais da flora
brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies
vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais (DIAS, 1996).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-se a
Vitex megapotamica (Sprengel) Moldenke, usualmente conhecida como taruma e
cujas sinonimias sao Vitex montevidensis Cham. e Bignonia megapotamica
Sprengel, que pertence a familia Verbenaceae a qual compreende cerca de 100
géneros distribuidos nas regides tropicais de todo o mundo (JOLY, 2002). O género
Vitex L., com aproximadamente 300 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais de ambos os hemisférios, tem poucos representantes nas regides
temperadas da Asia e da Europa. Algumas delas com valor comercial por serem
madeiraveis. Vitex polygama Chamisso é muito semelhante a Vitex megapotamica,
diferenciando-se por ter folhas hirsutas (CARVALHO, 2006).

Na medicina popular, a infusdo das folhas desta planta é utilizada no
tratamento das hemorroidas e como depurativa do sangue (hipocolesterolémica)

(LONGHI, 1995). S&o também atribuidas propriedades anti-afrodisiacas e
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antiluéticas (LOPEZ et al., 1987). No Rio Grande do Sul, as folhas sao
comercializadas por ervateiros como diuréticas, “depurativas” e indicadas em
afeccdes cutaneas (ALICE et al., 1995). Segundo Toursarkissian, 1980, as cascas e
os frutos sdo referidos como emenagogos e diuréticos, além de expectorantes
(CORREA, 1984). O fruto também é utilizado contra dores reumaticas (SALVADOR,;
OLIVEIRA, 1989). Usam-se a casca e as folhas no combate ao acido Urico,
hipertensdo arterial, colesterol, inflamacdo do Utero, da bexiga e da prostata
(FRANCO; FONTANA, 1997).

Diante da diversidade de indicacfes terapéuticas, com base somente no uso
popular e da escassez de estudos que comprovem tais efeitos, motivou-se a
realizacdo deste trabalho para que haja uma maior compreensdo acerca de seus
constituintes quimicos e avaliacdo da capacidade antioxidante do 6leo essencial e
dos extratos das folhas de V. megapotamica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar um estudo fitoquimico e avaliar a constituicdo quimica e a atividade

antioxidante do 6leo essencial e dos extratos das folhas de Vitex megapotamica.

2.20bjetivos especificos

Pesquisar metabdlitos secundarios presentes na planta através de
screening fitoquimico preliminar;

Extrair 6leo essencial das folhas;

Identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial por CG-EM,;

Determinar a capacidade antioxidante pelo método do DPPH no extrato
bruto, fracdes e 6leo essencial;

Identificar compostos fendlicos no extrato bruto e fracdes;

Avaliar o efeito protetor do extrato bruto e fracbes contra a peroxidacao
lipidica, através do método do TBARS;

Avaliar o efeito do extrato bruto e fracbes contra a oxidagdo protéica,
através da quantificacdo de grupos carbonil em proteinas;

Identificar compostos fendlicos no extrato bruto e fragdes por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e quantificd-los (quando presentes).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Descricao da planta

3.1.1 Familia Verbenaceae

A maioria das espécies pertencentes a familia Verbenaceae sado subarbustos
ou arbustos, escandentes pelos galhos ou vollveis; ndo tem gavinhas. H& ervas e
até arvores de grande porte. Geralmente apresentam folhas opostas, simples,
inteiras, serradas ou partidas, sem estipulas, as vezes verticiladas e, no género
Vitex, compostas digitadas (SCHULTZ, 1985).

A familia Verbenaceae consiste de aproximadamente 100 géneros e 2600
espécies; de distribuicdo pantropical, apenas um numero limitado de espécies
ocorrem em regifes temperadas. Os maiores géneros sao Clerodendrum (400
espécies), Verbena (250 espécies), Vitex (250 espécies), Lippia (200 espécies),
Premma (200 espécies) e Lantana (150 espécies) (CRONQUIST, 1981). Nesta
familia, uma das melhores fontes de ecdisteroides é Vitex, um género de arbustos e

arvores pequenas encontradas em regides tropicais e subtropicais (CORREA, 1984).

3.1.2 Espécie Vitex megapotamica

O nome genérico Vitex vem do latim viere, “juntar, tecer” (cestos). O epifito
especifico megapotamica vem do grego mégas (grande) e potamds (rio), em
referéncia ao estado do Rio Grande do Sul. Em tupi-guarani, € conhecida como
tauma, que significa “fantasia, agouro” (LONGHI, 1995). Vitex megapotamica (Figura
1) distribui-se no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai, no Uruguai e
comumente encontrada no sul do Brasil (ALICE et al., 1995). E conhecida por

inimeros nomes na medicina popular, tais como tarumda, azeitona-do-mato,
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tapinhoan, taruma-preta, taruma-de-montevidéu, taruma-do-mato, taruma-azeitona,
azeitona-brava, azeitona-da-terra, taruma-roma e sombra-de-touro, dentre outros. A
arvore (Figura 2) é ornamental, recomendada em paisagismo e em arborizacao
urbana (LORENZI, 1992). Suas flores azuis, pequenas, tornam a arvore conspicua e
seus frutos séo oleaginosos, comestiveis, com aspecto de pequenas azeitonas, 0

gue justifica alguns de seus nomes populares (SCHULTZ, 1985).

Figura 1 — Ramo com frutos de Vitex megapotamica (tarumad) (COSMO et al.,
2009)

A espécie V. megapotamica tem crescimento lento, com incremento médio de
1,70 m® ha* ano™®, que pode atingir grande porte, com até 25 m de altura e 120 cm
de diametro. Serve como vetor de polinizacéo, essencialmente abelhas, destacando-
se a abelha-européia ou africanizada (Apis mellifera) e diversos insetos pequenos
(CARVALHO, 2006). Inflorescéncias grandes, em forma de paniculas, com vistosas
flores azuladas ou arroxeadas e zigomorfas (LONGHI, 1995). A época da floracao,
no Rio Grande do Sul, ocorre de setembro a novembro (BACKES; NARDINO, 1998)
e seus frutos em forma de bagas, redondos, verdes quando imaturos; e roxo-
escuros ou pretos quando maduros (LONGHI, 1995), os quais amadurecem de
dezembro a fevereiro, no Rio Grande do Sul (LOPES et al., 1996).
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E uma das espécies recomendadas em planos de recuperacdo de matas
ciliares degradadas, dado seu carater higrofilo (BARDDAL, 2006; CURCIO et al.,
2007). E bastante procurada devido & sua resisténcia mecanica e durabilidade
elevada quando exposta ao ambiente externo e em contato com o solo, motivo pelo
gual se recomenda a espécie para mourdes (suportando o contato com o solo por
longo tempo), cepos, obras externas, internas e hidraulicas, esteios, postes,
carrocarias, mobilias, fundacfes, bengalas, tonéis de cachaca e dormentes de
primeira qualidade (CARVALHO, 2006). O taruma é indicado para plantio em areas
com o solo permanentemente encharcado (TORRES et al., 1992), locais umidos, as
vezes na margem de cursos d’agua. Suporta encharcamento e inundagao
(DURIGAN; NOGUEIRA, 1990).

Figura 2 — Vitex megapotamica: aspecto geral da planta (LORENZI, 1992)

3.1.3 Compostos isolados de Vitex megapotamica

Existem poucos estudos quimicos e farmacoldgicos para a espécie V.

megapotamica. Até o presente momento, apenas Rimpler (1969), isolou
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pterosteron, polypodin B, esterbéides ecdysonatiges (viticosteron E) e em outro
estudo realizado em 1972, pelo mesmo autor, o isolamento de phytoecdysones e
iridoides (RIMPLER, 1972). Iridoides e icdisterdides s&o utilizados como
marcadores quimiotaxondbmicos para a identificacdo taxonOmica, usando
caracteristicas morfologicas das plantas pertencentes a familia Verbenaceae
(RIMPLER; SAUERBIER, 1986).

3.1.4 Estudos biologicos descritos para Vitex megapotamica

Zanatta e colaboradores (2007) testaram o efeito agudo do extrato bruto e
fracbes das folhas de Vitex megapotamica na diabete induzida com aloxano em
ratos normais. As doses administradas foram de 400 e 800 mg/kg para o extrato
bruto e fracbes. Este estudo mostra que a espécie em estudo possui acao
hipoglicémica, capaz de melhorar o estado diabético, sendo a fracdo acetato de etila
a que melhor apresentou esse efeito. O Principal mecanismo pelo qual a V.
megapotamica provoca sua acao hipoglicémica, provavelmente, se deve pelo
estimulo do consumo de glicose periférica uma vez que nao tem efeito sobre a curva
de tolerancia a glicose.

Ainda, Brandt e colaboradores (2009) realizaram um estudo fitoquimico
preliminar do extrato bruto e decoccado de Vitex megapotamica que revela a
presenca de taninos, glicosideos flavonénicos, polifendis, alcalbides, 6leos
esséncias e saponinas. Estes autores realizaram, neste estudo, o efeito da
decoccao das cascas e do extrato bruto das folhas do taruma sobre o perfil lipidico
in vivo e uma avaliacdo bioquimica toxicol6gica preliminar. Observaram que o
extrato bruto e a decocgdo possuem efeito hipolipidémico pela reducdo dos niveis
séricos de colesterol e triacilglicerbis e que ndo houve lesédo cardiaca, hepatica ou

renal nas avaliagfes toxicologicas preliminares ensaiadas.
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3.2 Metabolitos secundarios

3.2.1 Definigao

O metabolismo € um conjunto de reagdes quimicas que continuamente estao
ocorrendo em cada célula, sendo que a presenca de certas enzimas € que
direcionam essas reacdes. Os compostos quimicos formados, degradados ou
simplesmente transformados € que sdo os metabdlitos (SANTOS et al., 2010).

Metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos distintos dos intermediarios
e dos produtos do metabolismo primario. Eles variam de acordo com a espécie
vegetal e a familia e alguns séo restritos a determinada familia, género ou espécie,
possibilitando o emprego como marcador taxonémico (BENETT; WALLSGROVE,
1994). Outro aspecto relevante que pode interferir na producdo de metabdlitos
secundarios, € a influéncia dos fatores ambientais, como clima, tipo de solo e época
de coleta da planta. Geralmente, os efeitos medicinais e/ou téxicos das plantas
estdo relacionados aos metabdlitos secundarios, os quais possuem como funcéo
adaptar o vegetal ao meio e representam a principal classe de substancias vegetais
de interesse farmacologico (VANHAELEN et al., 1991). As principais classes de
compostos derivados do metabolismo secundério das plantas s&o: taninos,
flavondides, alcal6ides, cumarinas, antraquinonas, 0Oleos essenciais e saponinas
(SIMOES et al., 2010).

3.2.2 Importéncia e funcionalidade

Os metabdlitos secundarios foram considerados, durante muito tempo, como
produtos de excrecdo do vegetal. Atualmente, ja foram reconhecidas diversas
funcbes desses metabdlitos como, por exemplo, defesa contra herbivoros e
microorganismos, protecdo contra os raios UV, a atracdo de polinizadores ou

animais dispersores de sementes (WINK, 1990).
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O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos na natureza é
determinado por necessidades ecologicas e possibilidades biossintéticas, sendo
gue a co-evolucdo de plantas, insetos, microorganismos e mamiferos conduz a
sintese de metabolitos com funcbes de defesa ou atracdo, principalmente. Através
dessa interacdo dos metabdlitos secundarios € que estes apresentam atividades
biolégicas interessantes. A elevada diversidade desses metabolitos vegetais tem
despertado o interesse de pesquisadores de diversas areas da ciéncia, como a
farmacéutica, alimentar, agronémica, perfumaria, entre outras, que veem neles uma
fonte promissora de novas moléculas (RHODES, 1994).

Quando néo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a
analise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes na mesma para detectar as classes de compostos presentes na parte da
planta usada na medicina popular e na propria preparacao tradicional a fim de guiar
outros estudos, tais como isolamento, atividades bioldgicas, toxicas, farmacoldgicas
entre outras (SIMOES et al., 2010).

Segundo Farias (2010), a caracterizacdo dos principais grupos de
substancias vegetais de interesse tem sido conseguida pela realizacdo de reacdes
guimicas que resultem no desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado
caracteristico. As reacfes quimicas permitem verificar a presenca de substancias,
por exemplo, flavonoides, alcaldides, esterdides, entre outros, sendo meétodos
simples, de rapida execucdo e baixo custo. Elas sdo geralmente inespecificas,

ocorrendo através de grupos funcionais ou estruturas comuns a varias substancias.

3.3 Oleos essenciais

Os oOleos essenciais, também chamados de 0leos volateis, Oleos etéreos ou
esséncias, sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas (SIMOES et al., 2010), podendo conter normalmente até 100
compostos, sendo que um, dois ou algumas vezes, trés destes, dominam em termo
de porcentagem (TISSERAND, 1996). Quimicamente, constituem-se misturas de
substancias divididas em dois grupos principais: derivados terpendides e/ou

derivados fenilpropandides, sendo que os primeiros preponderam. Os terpenos e
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seus derivados de baixo peso molecular aparecem nas plantas como constituintes
principais dos 6leos essenciais. Os compostos terpénicos mais frequentes nos o6leos
essenciais sdo o0s monoterpenos (cerca de 90% dos O6leos volateis) e os
sesquiterpenos (STEINEGGER; HANSEL, 1992).

Os oleos podem estar estocados em certos 6rgaos, tais como: flores, folhas,
cascas do caule, madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes e sua composi¢ao
pode variar conforme a localizacdo, como por exemplo, o 6leo das cascas de
Cinnamomum zeylanicum (canela) é rico em aldeido cinAmico, enquanto que os das
folhas e das raizes desse mesmo vegetal sdo ricos em eugenol e céanfora,
respectivamente. E importante ressaltar que o 6leo, além de apresentar composic&o
guimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem diferentes de distintas partes
da mesma planta também pode variar significativamente no mesmo 6rgdo de uma
mesma espécie vegetal, de acordo com a época de coleta, condigdes climaticas e
de solo (SIMOES; SPITZER, 2010).

Além de serem responsaveis pelo odor agradavel e caracteristico de muitos
vegetais, os Oleos apresentam funcdes biologicas variadas, tais como inibicdo do
crescimento de outras espécies (alelopatia), protecdo contra predadores e atracado
de polinizadores, etc (INOUYE, 2003; SIMOES; SPTIZER, 2010). Devido a essas
caracteristicas e também, por apresentarem acfes biolégicas e propriedades
organolépticas variadas, € que os 0leos essenciais sdo importantes matérias-primas
industriais, utilizadas na manufatura de produtos nos setores da perfumaria,
cosmeética, farmacéutica, higiene e limpeza, alimenticia e bebidas (PAULI, 2001).

Muitos Oleos volateis sdo utilizados em funcdo de suas propriedades
terapéuticas e para a aromatizacdo de formas farmacéuticas destinadas a uso oral.
Os oOleos apresentam propriedades farmacologicas bem estabelecidas, como acéo
inseticida e acaricida (JAENSON et al., 2005), antifungica (KORDALI et al., 2005),
antileishmaniose (ROSA et al., 2003), antimicrobiana (PONCE et al., 2003),
antioxidante (MARIN et al., 2008), entre outras.

Vérias espécies de Vitex ja foram estudadas quanto a composi¢cdo do o6leo
essencial, Vitex agnus-castus (EKUNDAYO et al, 1990), Vitex neguno
(MALLAVARAPU et al., 1994), Vitex diversifolia (NEBIE et al., 2005), Vitex trifolia
(SUKSAMRARN et al., 1991), no entanto, Vitex megapotamica ainda néo tem a sua

composicao conhecida.
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3.4 Antioxidante

3.4.1 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

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 doencgas degenerativas associadas ao envelhecimento,
como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e
disfuncdes cerebrais (ATOUI et al., 2005).

A terminologia espécies reativas de oxigénio (EROSs) inclui as espécies
radicalares e as ndo radicalares que, embora n&do possuam elétrons
desemparelhados, sdo reativas em decorréncia de sua instabilidade (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999). Os radicais livres sdo compostos que possuem ha estrutura
guimica um ou mais elétrons desemparelhados, sendo desta forma muito instaveis,
altamente reativos, e de meia vida curta. A geracao destes radicais livres pode ser
endogena (fosforilacdo oxidativa) ou exdgena (radiacdo, fumo, substancias toxicas,
como solventes, herbicidas e drogas) (SANTOS, 2006). A geracdo celular das
EROs néo radicalares, como peréxido de hidrogénio (H,O,), e radicalares, como o
anion superéxido (0O27), radical peroxil (ROQO’) e radical hidroxila (‘OH), estédo
inseparavelmente ligados ao envolvimento de O, nas reagfes metabdlicas de
reducdo/oxidacdo (oxidacdo de substratos organicos durante a respiracdo, suporte
de reacfes imunes e de defesas), bem como ativacdo de O, por fatores exdgenos
(BELOZERSKAYA; GESSLER, 2007).

O estresse oxidativo é uma condicdo celular ou fisiolégica de elevada
concentracdo de ERO que causa danos moleculares as estruturas celulares ao
reagir com lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, com consequente
alteracdo funcional e prejuizo das funcdes vitais em diversos tecidos ou 6rgéos
(HALLIWELL, 1992; GYAMFI et al., 1999; AL-MAMARY et al., 2002). No entanto, o
efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo para o
outro, de acordo com a idade, o estado fisioldgico e a dieta. (HARMAN, 1992). O

estresse oxidativo pode resultar tanto de um aumento na producdo de EROs quanto
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da reducgéo da capacidade antioxidante celular total (HALLIWELL, 1992; MEAGHER,
FITZGERALD, 2000; PENG et al., 2000).

Em condicdes fisioldgicas normais as EROs podem desempenhar importante
papel fisiolégico na regulacdo da resposta imunolégica participando do processo
fagocitico de defesa contra infecgbes e atuando como fatores de transcricdo na
sinalizagéo intracelular, induzindo a apoptose (HALLIWEL, 1994; BIESALSKI, 2002).
Contudo, o aumento na sua producdo e/ou a reducédo na sua eliminacdo gera um

desequilibrio fisiologico, caracterizando o estresse oxidativo.

3.4.1.1 Peroxidacdo lipidica

A membrana plasmética é basicamente formada por uma dupla camada
lipidica no qual se encontram proteinas integrais e periféricas associadas. As EROs
podem prejudicar a funcdo das membranas pela oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados presentes nos lipidios e indiretamente pela inibicdo da sintese dos
lipidios, dessaturacdo de acidos graxos ou ativagdo das lipases, processo esse
denominado peroxidacao lipidica que serve de marcador do estresse oxidativo
(GOETZ et al.,, 2008). Tanto na membrana plasmatica quanto nas membranas
subcelulares das organelas que contém altas quantidades de &cidos graxos
poliinsaturados a formacédo de radicais intermediérios resulta na peroxidacdo de
acidos graxos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidacdo pode ser dividida em trés etapas: (a) iniciacdo, (b)
propagagdo e (c) terminagdo (CERQUEIRA et al., 2007). Estas etapas sao
apresentadas na Figura 3, onde o lipidio é representado por (L).

A reacdo inicia-se com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular pelo OH" ou pelo LO’, levando a formacgéo
do radical lipidico (L"). Na primeira reacdo de propagacéo, o L' reage rapidamente
com o O, resultando na formacdo do radical peroxil (LOO’), que por sua vez
sequestra novo hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o L’
na segunda equacdo de propagacdo. O término da peroxidacéo lipidica ocorre
quando os radicais (L+ e LOO¢) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até a
estabilizacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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LH + OH " (ou LO’) - L’ + H20 (ou LOH) (a)
L'+ 02 — LOO" (b)

LH + LOO" — L* + LOOH (b)

LOO + L’ — LOOL (c)

LOO " + LOO’ — LOOL + 02 (c)

Figura 3 — Etapas da lipoperoxidacao lipidica (FERREIRA; MATSUBARA,
1997)

Todas estas reacdes oxidativas causam modificacdes nas propriedades
fisicas e quimicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade, tanto da
membrana plasmatica quanto das membranas que delimitam as organelas com risco
de ruptura que levam a morte celular. (VASCONCELOS et al., 2007). As reacbes
envolvendo os vérios intermediarios entre si levam a producdo de novos produtos
como, por exemplo, o malondialdeido (MDA) que reage com o0 grupo amina de
purinas. Por este motivo, um modo de se averiguar a presenca de peroxidacao
lipidica € através da técnica espectrofotométrica do acido tiobarbitarico (TBARS)
(LYKKESFELDT 2007; CATALGOL et al., 2007; JIA et al., 2007; MICALLEFT et al.,
2007). A técnica consiste na reacao do acido tiobarbittrico com o MDA formado em
meio &cido que indica o grau de peroxidacao lipidica.

Por outro lado, assim como na formacdo de RLsS e espécies reativas, a
peroxidacao lipidica pode ser um processo fisiolégico nem sempre prejudicial, pois
participa da resposta inflamatéria liberando acido araquidénico e,
subsequentemente, prostaglandinas e distintos endoperéxidos (JAMIESON, 1989).
Entretanto, a excessiva liberacdo destes produtos durante os danos oxidativos pode
causar edema celular, modificagdes na permeabilidade celular, quimiotaxia e danos
teciduais (BLAKE et al., 1987), implicando, por exemplo, na patogénese da
aterosclerose (VAGIMIGLI et al., 2003).
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3.4.1.2 Carbonilacdo de proteinas

O dano as proteinas por radicais livres também merece destaque, pois ele
induz mudancas fisicas da molécula do tipo fragmentacdo, agregacdo e
susceptibilidade a digestdo proteolitica, resultando na formacdo de derivados
carbonil e o dano oxidativo é refletido pelo aumento dos niveis de proteina carbonil
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As proteinas possuem muitos sitios reativos e estas podem ser modificadas
por inducdo de EROs, cétions metalicos (Fe2+, Cu+), endobidticos (GSH),
irradiacdo, peroxidos lipidicos, oxidorredutases, farmacos, entre outros
(VASCONCELOS et al., 2007).

O primeiro evento que ocorre durante o estresse oxidativo em proteinas é a
formacdo de um radical centrado no carbono por extracdo de H' do carbono a em
uma ligacao peptidica. Em seguida, ocorre fragmentagéo das cadeias e oxidacédo de
guase todos os tipos de aminoacidos (principalmente os aromaticos), com producao
frequente de compostos carbonilados, particularmente a partir de residuos de
prolina, arginina e lisina (DALLE-DONE et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2007).
Além disso, os grupos carbonila podem ser introduzidos em proteinas via reacao
com aldeidos derivados da peroxidacao lipidica (MDA) ou gerados a partir da reacéo
de reducéo de agucar (glicose) ou produtos de sua oxidacdo com residuos de lisina
(reacbes de glicagdo e de (glicoxidagdo formando carboximetil-lisina)
(VASCONCELOS et al., 2007, ELLIS 2007).

O dano causado por aldeidos pode levar a perda da funcao de proteinas e
enzimas, danificar lipidios, e ainda levar a formacdo de adutos no DNA. Alguns
aldeidos podem diminuir os niveis intracelulares de glutationa por meio do aumento
do desequilibrio oxidante na célula. Estas perturbacdes moleculares podem culminar
com a morte celular (ELLIS, 2007).

A carbonilacdo de proteinas resultantes do processo oxidativo podem ser
degradada ou recuperada resultando em nao aparecimento de patologias ou, em
casos mais acentuados, conduzir a morte celular resultando em processos
patolégicos, como por exemplo, diabetes, catarara, sepse e cancer (DALLE-DONNE
et al., 2003; NYSTROM, 2005).
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3.4.2 Defesa antioxidante

Os organismos aerdbicos sao protegidos contra as EROs por um complexo
sistema antioxidante enddgeno (por exemplo, superéxido dismutase, glutationa
redutase e glutationa peroxidase). Além desse sistema de defesa, produtos naturais
com atividade antioxidante sdo importantes para atenuar o dano oxidativo, desta
maneira complementando estas defesas (KANTER, 1998). Quando ha limitacdo na
disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
cumulativo e estes podem estabilizar ou desativar os radicais livres antes que
ataquem os alvos biologicos nas células (ATOUI et al., 2005). Neste contexto, ha um
interesse crescente pelos efeitos antioxidantes de produtos naturais e do seu papel
na saude e na doenga.

De acordo com Mensor e colaboradores (2001), as substancias antioxidantes
presentes nos vegetais neutralizam a acdo dos radicais livres. Esta atividade esta
relacionada com compostos capazes de proteger um sistema bioldgico contra
reacOes potencialmente nocivas que causam excessiva oxidacdo, impedindo que
radicais livres danifiquem células e tecidos. O consumo diario destas substancias
pode fortalecer o sistema imunolégico, além de reduzir o risco de uma série de
doencas como o desenvolvimento de cancer através da acdo prolongada dos
radicais livres no organismo, 0s quais sdo combinados pelos antioxidantes
(MENSOR et al., 2001; ROGINSKY; LISSI, 2005).

Apesar do uso terapéutico das plantas ser tdo antigo quanto a propria espécie
humana, o conhecimento das propriedades antioxidantes € relativamente recente,
apresentando um enorme crescimento da investigacdo cientifica nas duas ultimas
décadas, envolvendo desde o efeito dos extratos brutos, de fracbes ou de
componentes isolados e/ou modificados (FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001).
Atualmente, as substancias com potencial antioxidante tém sido requeridas pelas
indastrias de alimentos, cosméticos e medicamentos, estimulando assim, a
investigacdo da atividade antioxidante de vegetais.

Os primeiros estudos com polifendis relacionavam a sua fundamental
importancia na dieta devido aos seus efeitos nutricionais, como por exemplo, a
diminuicdo na absorcéo e digestabilidade de alimentos devido a capacidade destes

constituintes quimicos se ligarem e precipitarem minerais € macromoléculas tais
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como proteinas e carboidratos (YANG et al., 2001). Contudo, o interesse principal
tem recaido, pois dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de
ocorréncia natural, as substancias com nucleo fendlico, como tocoferol, flavonoides
e acidos fendlicos, tém recebido muita atengdo nos ultimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidacgéo lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES,
2002). Os compostos fendlicos dentre esses, os flavonoides, triterpenos, taninos séao
excelentes antioxidantes. Muitos flavonoides como a quercetina, luteonilina e
catequinas, sdao melhores antioxidantes que a vitamina C, vitamina E e [(3-caroteno
em uma mesma concentragao molar (GAO et al., 1999).

De acordo com a habilidade destas substancias em prevenir doencas
conhecidamente associadas ao estresse oxidativo, tais como cardiopatias,
processos inflamatérios, alguns tipos de céancer podem estar vinculadas as
propriedades antioxidantes dos polifendis reportadas (MAURICIO, 2006). A atividade
antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de
transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos s&o
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na
estrutura destas substéancias (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005).
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4 RESULTADOS

A dissertacdo, no seu todo, foi elaborada com introducéo, revisdo da
literatura, consideracgdes finais (na qual estédo inseridas as principais conclusdes de
toda a pesquisa) e as referéncias bibliograficas correspondentes a estes itens as
guais constam no final deste trabalho.

Os resultados obtidos neste trabalho apresentam-se na forma de artigo
cientifico e manuscritos que estdo formatados de acordo com as normas dos
periédicos aos quais estdo publicados, submetidos ou por submissao e apresentam-
se distribuidos em introdugdo, metodologia, discussdo, conclusdo e referéncias

bibliogréaficas especificas.
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Introdugdo

Nos (limos anos, tem-se verificado um grande avanco cientifico, envolvendo os estudos
quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos com
propriedades terapéuticas.!

Estes produtos naturais podem ser tio eficientes quanto os produzidos pela sintese
quimica, contudo a transformacdo de uma matéria-prima vegetal em um medicamento deve
visar a preservagdo da integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a
constancia de sua acdo biologica e a sua seguranca de utilizagdo, além de valorizar seu
potencial terapéutico. Para garantir esses objetivos, a producio de fitoterapicos requer,
necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos,
farmacolagicos, toxicologicos, de desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnologicas 2

Entre as indmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-se a Vitex
megapotamica (Sprengel) Moldenke, usualmente conhecida como taruma, pertence a familia
Verbenaceae a qual compreende cerca de 100 géneros distribuidos nas regifes tropicais de
todo o mundo_? V. megapofamica disfribui-se no nordeste da Argentina, no leste do Paraguai,
no Uruguai e comumente encontrada no sul do Brasil. Na medicina popular, a infuséo das
folhas desta planta é utilizada no ftratamento das hemorroidas, depurativa do sangue
(hipocolesterolémica), diuréticas, afecciies cutaneas, expectorante, hipertens&o arterial, anti-
inflamatoria, dentre outras propriedades terapéuticas *” Para a espécie em estudo foi relatado
0 isolamento de esterdides e iriddides ®¢ Em 2007, foi relatada a atividade hipoglicemiante das
folhas de V. megapotamica.’"® e em 2009, foi demonstrado a acio do extrato bruto
hidroalcaolico e decocgio das cascas sobre efeito hipolipidémico e reducio dos niveis séricos
de colesterol e friacilglicerol." Estes mesmos autores realizaram um estudo fitoguimico
preliminar do extrato bruto das folhas de V' megapotamica que revela a presenca de taninos,
glicosideos flavondnicos, polifendis, alcaldides, oleos esséncias e saponinas. Sendo assim,
devido & escassez de estudos que comprovem tais efeitos, este estudo teve como objetivo
realizar uma analise farmacogndstica dos exiratos de V. megapotamica em diferentes
solventes. Além disso, complementar outros estudos através de uma pesquisa preliminar das
substancias presentes nos exiratos a fim de verificar a possivel presenca de grupos quimicos
oriundos do metabolismo secundario desta espécie.

Materiais e métodos
Material boténico

As folhas e os galhos de V megapotamica foram coletados em dezembro de 2010, no
municipio de Santa Maria, no estado do Rio Grande do Sul. O material testemunho esta
depositado no herbario do Departamento de Biologia da UFSM catalogado sob o nimero de
registro SMBD 13.071.
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Preparagdo dos extratos

As folhas foram secas a temperatura ambiente e posteriormente trituradas em moinho de
facas. A seguir, o material (127268 g de po das folhas) foi submetido 4 maceragio com etanol
(70%) a temperatura ambiente por sete dias com agitacdo diaria. Uma parte do extrato
etandlico foi reservada e a outra parte foi filtrada e evaporada para remocio do etanol
obtendo-se o extrato aquoso remanescente.

Anélise fitoquimica

O extrato aquoso e o extrato etandlico foram submetidos a uma série de reagies de
caracterizacdo, para o exfrato aguoso realizou-se as seguintes reagies: heterosideos
antocidnicos (cores diferentes pela variacio do pH), heterosideos cianogénicos (reacéio de
acido sulfurico e papel picro-sodico), amino-grupos (nebulizacio com ninhidrina) e acidos
volateis (variacio do pH apds fervura); para o extrato hidroalcoolico foram: fendis e taninos
(reacAo com cloreto férrico), antonianinas, antocianidinas e flavonoides (presenca de
coloragAo em pH 3, 8, 5 e 11), leucoantocianidinas, catequinas e flavonas (coloracio da
amostra alcalinizada e acidificada ap6s aquecimento), flavonois, flavanonas, flavanondis e
¥antonas (reagio com magnésio granulado com acido cloridrico), esteroides e triterpenoides
(extracdo com cloroformio, anidrido acético e acido sulfurico), catequinas (reacio com acido
cloridrico e aquecimento), resinas (formacgio de precipitado através da extracio de residuo
solido com etanol), heterosideos cardioativos (teste de Kedde e Liebermann-Buchard), fendis
com posicdo orto & meta livres (reativo de Liebermann), fendis com a posicio para livre
(reativo de Millon), cumarinas (extracdo com éter e camara de luz ultravioleta), acidos
orgénicos (extracdo com éter e determinagdo do pH) e fendis (reacfo de precipitacio com
cloreto férrico), segundo metodologias descritas em publicagies especializadas. 1213

Resulfados e discussdo

A realizacdo da prospeccao fitoguimica das folhas de V. megapotamica (Taruma) revelou
resultados positivos para a presenca de heterosideos antocianicos, fendis e tanminos,
catequinas, flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas, esteroides e friterpenoides
(esterdides livres), heterosideos cardioativos, fendis com posicio orto e meta livres, fendis
com a posicdo para livre, cumarinas, acidos organicos e fendis. Foram observados testes
negativos para heterosideos cianogénicos, amino-grupos, acidos volateis, antonianinas,
antocianidinas e flavonoides, leucoantocianidinas e flavonas e resinas (Tabela 1). Os
resultados negativos ndo implicam necessariamente na sua auséncia, sendo possivel que a
quantidade dos mesmos esteja pequena para ser detectada.

Sauke (Santa Maria), Ahead of Print, .37,
n.2 p 5782 20,
Eum, T.F, etal.
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Tabela 1 - Prospecgdo fitoquimica das folhas de V. megapotamica em dois solventes (aguoso e etandlico); Forte: +++, Médio:
++, Fraco: +, Auzente: O, No feito: -

Testes Aquese  Hidroalcdolico
Heterosideos antocianicos AR )
Heterosideos cianogénicos 0] -

Amino-grupos Q -
Acidos volateis 0 )
Fendis e taninos B i+
Antonianinas, antocianidinas e - 0
flavonoides
Leucoantocianidinas, catequinas e B ++ para
flavonas catequinas
Flavonois flavanonas, flavanondis e - ++
xantonas
Estercides e interpendides B ++ esterdides
lvres
Cafequinas B ++

Resinas B ]

Heterosideos cardioativos B ++
Fendis com posigdo orto e meta Ivres B ++
Fendis com a posigdo para livre ) 4
Cumarinas B it

Acidos organicos ) *

Fendis B -+

Os resultados indicam a presenca de metabdlitos secundarios que podem estar
relacionados 4 sua acio no tratamento de diversas patologias. Tendo em vista o resgate da
biodiversidade brasileira e identificacio das potencialidades das plantas e sua possivel agio
medicinal, alguns metabdlitos secundarios sdo apontados neste estudo como ponto de
partida para este enfoque. Conforme a relagdo dos meiabolifos secundarios com suas
possiveis atividades bioldgicas descritas por Simdes e colaboradores (2010), compostos
fenélicos atuam na inibigio da peroxidacdo lipidica e a lipoxigenase, a presenca destes pode



estar relacionados ao uso do tarumd como antiinflamatorio e hipolipidémico, taninos sdo
empregados na medicina tradicional no fratamento de hipertensdo arterial, reumatismo,
feridas, antioxidante, anti-hemorragico, cicafrizante, antiulcerogénico e anti-inflamatorio em
geral. Os heterosideos cardioativos podem estar relacionados ao uso do tarumd como
hipotensor citado na medicina popular. Triterpenos e esteroides atuam como  anti-
inflamatérios e hormonais, as cumarinas como anticoagulante, relaxante vascular,
hipolipidémica e hipotensora. Leucoantocianidinas, flavonas, flavanonas, antocianos,
flavondis conferem propriedades anti-inflamatorias, anfivirais, antimicrobiana, antioxidante
entre outras.' A presenca de esteroides e compostos fenolicos encontrados justificam a agio
hipolipidémica ja citada para esta espécie.

Conclusdo

A prospecgdo fitoquimica permitiu a detecco das principais classes de metabdlitos
secundarios desta espécie, possibilitando correlacionar as suas possiveis atividades, com as
descritas na literatura. Dessa forma, os farmacogenos encontrados neste estudo acenam
para varias possibilidades terapéuficas o que servira de apoio para direcionar 035 estudos a
fim de se aprofundar ainda mais o conhecimento sobre essa espécie, uma vez que o0s dados
sobre a planta ainda sfo escassos.
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Abstract

This study is designed to examine the chemical composition and antioxidant activity of the
essential oil of Vitex megapotamica. GC-MS analysis was resulted in the detection of twenty-
seven components, consisting 92.36% of the oil. The main components in the oil were
butylated hydroxytoluene (34.17%), phytol (12.66%), a-caryophyllene (11.84%), 5-elemene
(10.65%), B-caryophyllene (7.82%), y-elemene (4.24%) and germacrene D (2.82%). The
antioxidant activity of the oil was evaluated in terms of their free radical-scavenging activity
against 1,1-diphenyl-2-picrylnydrazyl (DPPH). The oil showed percentage inhibition of
35.62% and 75.25% at concentrations of 76 and 101.6 mg/ml, respectively. To the best of our
knowledge, this is the first study of the composition and antioxidant activity of essential oil of
the species V. megapotamica.

Keywords: Vitex megapotamica, essential oil, butylated hydroxytoluene, antioxidant capacity

1 Introduction

The Verbenaceae family consists of ca. 100 genera and 2600 species; of pantropical
distribution, only a limited number of species occur in temperate regions. (Cronquist, 1981).
The genus Vitex approximately includes 270 known species of trees and shrubs within
tropical and sub-tropical regions, although few species may be found in temperate zones
(McMillan, 1976). Vitex megapotamica is distributed in northeastern Argentina, eastern
Paraguay, in Uruguay and commonly found in southern Brazil. In folk medicine, the infusion
of the leaves of this plant is used as a diuretic, hypocholesterolemic, skin disorders and
treatment of hemorrhoids; the use of the bark and leaves include also the fight against uric
acid, high blood pressure, inflammation of the uterus, bladder and prostate (Alice et al,
1995).
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The essential oils of some species of Vitex genus has being studied. The chemical
composition of the essential oil of Vitex agnus-castus by GC and GC-MS analysis was
resulted in the detection of 27 components, being the major components 1,8-cineole,
sabinene , a-pinene, o-terpinyl acetate and (Z)-p-farnesene (Sarikurkcu et al, 2009).
Limonene (74.2%) was found as a major component of the essential oil obtained from the
leaves of Vitex diversifolia Bak.(Nébié et al, 2005).

Previous studies of V. megapotamica have reported the isolation of pterosteron,
polypodin B, phytoecdysones and ecdysonatiges steroids and iridoids (Rimpler, 1969, 1972).
Zanatta et al., (2007) demonstrated that V. megapotamica has an anti-hyperglycemic action, is
able to ameliorate the diabetic state and, probably, is a source of hypoglycemic compounds
whereas Brandt et al., (2009) demonstrated the hypolipidemic effect and reduction of serum
cholesterol and triacylglycerol. In the same study, a preliminary phytochemical analysis
revealed the presence of essential oils, flavanones glycosides, polyphenols, among other
classes of secondary metabolites. However, there are no reports in the literature concerning
the composition chemical of the essential oil. The present study report the chemical
composition and antioxidant capacity of the essential oil from leaves of V. megapotamica,
accessed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis and 1,1-diphenil-2-
picrylhydrazil (DPPH) method.

2. Results and discussion

The leaves, under hydrodistillation, gave an white coloured oil with a yield of 1.75%;
the identified constituents, with their relative percentages and retention indices are listed in
Table S1. GC-MS showed the presence of 27 compounds, representing 92.36% of the total oil
composition.

Butylated hydroxytoluene (BHT, 34.17%) was the most abundant component in V.
megapotamica oil; also known as 2,6-bis (1.1-dimethylethyl-4-methylphenol), it have been
widely used for many years as antioxidants to preserve and maintain the freshness, nutritive
value, flavor and color of foods, and animal feed products (JECFA, 1996). BHT was also
identified and quantified in the composition of essential oil of other species, such as
Zygophyllum album L., Solanum pseudocapsicum, and also, in the leaves extracts of
halophyte plant Mesembryanthemum crystallinum (Tigrine-Kordjani et al, 2006; Aliero et al,
2006; Bouftira et al, 2007; Bouftira et al, 2010).
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In the group of secondary plant metabolites, antioxidant phenolics are commonly
found in various fruits, vegetables and herbs and they have been shown to provide a defense
against oxidative stress from oxidizing agents and free radicals (Matkowski, 2006). In plants,
the synthesis of antioxidant secondary metabolites that absorb at 300-400 nm is significantly
increased by UV radiation providing therefore a high level of protection from harmful
oxidants generated thermally or by light (Larson, 1988). Bouftira et al (2007) and Bouftira et
al (2010) found that the concentration of this phenol is depended on the plant growth stage
and the flowering stage, period of a greatest exposure to solar radiation, is that which has the
highest BHT concentration. Reactive oxygen species (ROS) are overproduced in plants under
stress, including drought and desiccation, salt stress, chilling, heat shock, heavy metals,
ultraviolet radiation, air pollutants, such as ozone and SO,, mechanical stress, nutrient
deprivation, pathogen attack and high light stress (Allen, 1995). To mitigate oxidative damage
initiated by reactive oxygen species, plants have developed a complex antioxidative. This may
explain the amount of BHT in oil composition of V. megapotamica because it was collected in
summer and possibly undergone to exogenous interferences mentioned above. Conversely,
the presence of BHT in V. megapotamica indicated that the essential oil could have interesting
antioxidative properties.

Phytol (12.66%), is a usual constituent of the essential oils, being present in plants as
Leea indica, Cardaria draba, and Salvia splendens, (Srinivasan et al, 2009; Radonic, 2011,
Mathew & Thoppil, 2011).

The B-caryophyllene (7.82%) is an important component of the oil, since it has proven
biological activities, such as antiedema, antiinflammatory, antitumor, antibacterial and
spasmolytic, some of these activities has been given to its oxide-derived (Shimizu, 1990). It is
a constituent of many essential oils, especially the oil of Vitex agnus-castus and Feronia
elephantum (Pande et al, 2010; Sarikurkcu et al, 2009). Tzakou & Loukis (2009), working
with the species Achillea umbellata described the presence of B-caryophyllene, germacrene D,
a-copaene, d-cadinol in the in the oil of the aerial parts, these compounds are present in V.
megapotamica too.

It is well known that antioxidant can seize the free radical chain of oxidation and form
stable free radicals, which would not initiated or propagate further oxidation, and DPPH has
been used extensively as free radical to evaluate reducing substances. DPPH solutions show a
strong absorption band at 518 nm appearing as a deep violet colour. In the presence of an
active radical scavenger, the absorption vanishes and the resulting decolourization is

stoichiometric at a selected range with respect to the degree of reduction. The remaining
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DPPH, measured after a certain time, corresponds inversely to the radical-scavenging activity
of the antioxidant, i.e., the degree of decolouration indicates the free radical-scavenging
efficiency of the fractions (Kulisic et al, 2004).

The anti-scavenging ability of the essential oil applied on silica gel TLC plates was
determined using quercetin as a reference. One sample yellow spot could be observed
immediately after spraying DPPH reagent on the TLC plate, suggesting interesting
antioxidant activity for this oil. Therefore, the radical scavenging of the V. megapotamica oil
was estimated by DPPH, using ascorbic acid as a reference. The oil was active at 76.0 and
101.6 mg/ml concentrations, representing 35.62% and 75.25% of inhibition, respectively,
when compared with ascorbic acid, a well documented antioxidant.

To the best of our knowledge, this is the first study of the composition and antioxidant
activity of essential oil of the species V. megapotamica. Considering the results presented
here, further studies can be performed with the oil of this species in order to relate the

chemical constituents found with particular biological property.
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Abstract

This study is designed to examine the chemical composition and antioxidant activity of the
essential oil of Vitex megapotamica. GC-MS analysis was resulted in the detection of twenty-
seven components, consisting 92.36% of the oil. The main components in the oil were
butylated hydroxytoluene (34.17%), phytol (12.66%), a-caryophyllene (11.84%), o-elemene
(10.65%), B-caryophyllene (7.82%), y-elemene (4.24%) and germacrene D (2.82%). The
antioxidant activity of the oil was evaluated in terms of their freeradical-scavenging activity
against 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). The oil showed percentage inhibition of
35.62% and 75.25% at concentrations of 76 and 101.6 mg/ml, respectively. To the best of our
knowledge, this is the first study of the composition and antioxidant activity of essential oil of
the species V. megapotamica.

Keywords: Vitex megapotamica, essential oil, butylated hydroxytoluene, antioxidant capacity

Experimental

Plant Material

The leaves of Vitex megapotamica were collected in Santa Maria, State of Rio Grande
do Sul, Brazil, in March of 2011. A exsiccate was archived as voucher specimen in the
herbarium of Department of Biology at Federal University of Santa Maria by register number
SMDB 13071, for future reference.

Extraction of the essential oil
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The essential oil was obtained from the fresh leaves (88,22g), was subjected to hydro-
distillation process in a Clevenger apparatus for 4 hours. The oil was separated from water
with ethyl ether that was evaporated at room temperature. The yielding of oils was calculated
on the basis on the fresh weight of the plant materials. The oil samples obtained was stored at
4-6 °C until it was submitted to GC-MS analysis.

Analysis of the essential oil

The oil was analysed by using a Agilent Technologies Gas Chromatograph model
6890N interfaced with a mass spectrometer model 5975B inert XL CI/El MSD Agilent
Tecnologies. The separation of the compounds was realized with a DB-5MS (J&W Scientific)
fused silica capillary column (30 m X 0.25 mm i.d. X film thickness 0,25 pm). The injector
temperature remained 280 °C, the injection volume was 1.0 puL with split ratio 13.3:1. Helium
was used as carrier gas with constant flux to 1.3 mL min™. The oven temperature was
programmed from 50 °C to 300 °C at 5 °C min” to analysed the oil. Mass spectra was taken in
the EI mode scan at 70 eV.

Identification of components

The identification of constituents was performed on the basis of retention index (RI),
determined with reference to the homologous series of n-alkanes, Cg — C,5 Cogand Csp, under
identical experimental conditions, MS library search (NIST) and by comparing with the MS
literature data (Adams, 1995). The relative amounts of individual components were calculated

based on the GC peak area without using correction factors.

Preliminary evaluation of the antioxidant activity against DPPH radical

Ten microlitres of the essential oil were applied to TLC plates (silica gel 60 GF,s4) and
sprayed with a 0.15% 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) solution in MeOH and left at
room temperature for 30 minutes. Active compounds appear as yellow spots against a purple

background (Cavin, et al., 1998; Marin, et al., 2008). Quercetin was used as positive control.

Radical scavenging capacity — DPPH assay
The antioxidant activity of the essential oil was evaluated by monitoring their ability

in quenching the stable free radical DPPH, according to a slightly modified method
previously described by Choi et al. (2002). Spectrophotometric analysis was used to measure
the free radical-scavenging capacity (RSC). Four different ethanol dilutions of oil at 101.6,
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76.0, 25.3 and 8.4 mg/mL were mixed with 1.0 mL of DPPH 0.3 mM in ethanol solution.
After 30 min, absorption was measured at 518 nm, where the radical DPPH shows maximum
absorption. A solution of DPPH (1 mL; 0.3 mM) in ethanol (2.5 mL) was used as a negative
control and ascorbic acid in the same concentrations used for the essential oil provided the
positive control. Ethanol was used to calibrate the spectrophotometer. The test was performed

in triplicate and the calculation of the antioxidant activity followed the equation:

% inhibition = 100 — [(Abs. sample — Abs. blank) x 100]
Abs. control

where AbSsample IS absorbance of the sample; Absyank is absorbance of blank without adding
the DPPH; Abscniro IS absorbance the solution of ethanol in DPPH. The percentage of
inhibition was calculated and a graphic of percentage of inhibition versus concentration was
constructed. Experiments were carried out in triplicate. Correlation coefficients were

optimized (Tsimogiannis and Oreopoulou, 2006).
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Table S1- Chemical compositions of the leaves essential oil of Vitex megapotamica.

Percent a

RI (min) Compound composition KIP
15.643 trans-2-decenal 0.03 1261 1261
17.564 y-elemene 4.24 1331 1339
18.741 a-copaene 1.59 1376 1376
18.952 B-bourbunene 0.16 1384 1384
19.088 B-elemene 1.16 1389 1391
19.551 a-gurjunene 0.07 1407 1409
19.907 p-caryophyllene 7.82 1421 1418
20.143 B-cubebene 0.21 1430 1390
20.071 y-gurjunene 0.03 1427 1473
20.364 aromadendrene 0.28 1439 1439
20.546 seychellene 0.08 1446 1460
20.686 B-gurjunene 0.08 1452 1432
20.834 a-caryophyllene 11.84 1458 1454
20.913 alloaromadendrene 0.60 1461 1461
21.272 B-chamigrene 0.60 1475 1475
21.439 germacrene D 2.82 1482 1480
21.655 cis-B-guaiene 0.32 1490 1490
21.820 d-elemene 10.65 1497 1339
22.009 _butylated 34.17 1542 1512
hidroxytoluene

22.343 a-cadinene 0.69 1519 1538
23.310 trans-nerolidol 0.05 1560 1564
23.758 spathulenol 1.28 1578 1576
23.968 globulol 0.73 1587 1583
24.177 viridiflorol 0.51 1596 1590
25.264 a-muurolol 0.60 1643 1645
25.560 a-cadinol 0.25 1657 1653
34.842 phytol 12.66 2113 2221
Total

identified 92.36

Relative proportions of the essential oil constituents were expressed as percentages obtained
by peak-area normalization. Rt = Retention time according their order on MS. ®Kovat’s
indices experimental (base don homologous series of n-alkane C;-Cs). "Kovat’s indices
literature (Adams, 1995).
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ABSTRACT

Antioxidant activities of fractions and crude extract from the leaves of Vitex megapotamica were
determined in this study. Compounds identified by HPLC/DAD analysis of the crude extract and
fractions from leaves of V. megapotamica revealed two compounds phenolics (chlorogenic and
rosmarinic acids). Oxidative stress parameters were determined, cerebral lipid peroxidation was
induced by Fe(ll) and protein carbonyl with 2,4-dinitrophenylhydrazine. Radical-scavenging activity
was determined by DPPH method. Total phenolics were measured using Folin-Ciocalteau, total
flavonoids using aluminium chloride and tannins condensed by method vanillin. 1C5, (DPPH) ranged
from 14.17 + 0.76 to 37.63 = 0.98 pg/ml. Ethyl acetate fraction might contain the strongest lipid
peroxidation inhibitory compounds with 1Csy from 16.36 + 5.09 ug/ml, also was the one with the
highest content of polyphenols (522.4 + 1.12 mg/qg), flavonoides (220.48 + 0.30 mg/g) and condensed
tannin (3.86 + 0.53 mg/g). Higher dosages of the extracts were more effective in reducing levels of
plasma proteins carbonyl. Results obtained indicated that V. megapotamica exhibits good potential to
prevent disease caused by the overproduction of free radicals and also it might be used as a potential
source of natural antioxidant agents.

Keywords: DPPH, HPLC, phenolics, TBARS, Vitex megapotamica
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1 Introduction

Numerous crude extracts and pure natural compounds from plants were reported to
have antioxidant and radical-scavenging activities and intensive research has been carried out
either to characterize the antioxidant properties of extracts and/or to isolate and identify the
compounds responsible for those activities seeking the development of natural antioxidant
formulations in the areas of food, medicine and cosmetics (Miliauskas et al., 2004, Barla et
al., 2007; Boligon et al., 2009; Kintzios et al., 2010).

Phenolic compounds are known to be responsible for the free radical scavenging and
antioxidant activities of plants; they possess many biological effects, of which are mainly
attributed to their antioxidant activities in scavenging free radicals, inhibition of peroxidantion
and chelating transition metals (Bahman et al., 2007). Free radicals are reactive oxygen
species (ROS), which include hydrogen peroxide, hydroxyl radical, nitric oxide, peroxynitrite,
singlet oxygen, peroxyl radical, and superoxide anion (Halliwell, 2001). An over-production
of these reactive species will result in oxidative stress brought about by the imbalance of the
bodily antioxidant defense system and free radical formation. Oxidative stress has been shown
to be one of the mechanisms that correlated with oxidative damages caused by the free
radicals leading to chronic diseases like cancer, coronary heart diseases, diabetes,
neurodegenerative diseases, and even aging (Mayne, 2003). Different therapeutic strategies
have been proposed for the prevention and treatment of ROS-mediated diseases, with special
emphasis on antioxidant therapy, that can delay or inhibit the oxidation of lipids or other
molecules by inhibiting the initiation or propagation of oxidative chain reactions.

Vitex megapotamica (Sprengel) Moldenke belongs to the Verbenaceae family and is
popularly known as “taruma”. Is distributed in northeastern Argentina, eastern Paraguay, in
Uruguay and commonly found in southern Brazil. In traditional medicine, the infusion of the

leaves of this plant is used as a diuretic and hypocholesterolemic, as anti-inflammatory, in
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cases of rheumatism, treatment of hemorrhoids and skin disorders, among other (Alice et al.,
1995; Joly, 2002). Older studies of V. megapotamica have reported the isolation of
pterosteron, polypodin B, phytoecdysones and ecdysonatiges steroids and iridoids (Rimpler,
1969, 1972). Recently, Zanatta et al., (2007) demonstrated that V. megapotamica has an anti-
hyperglycemic action, is able to ameliorate the diabetic state being probably, a source of
hypoglycemic compounds whereas Brandt et al., (2009) demonstrated an hypolipidemic effect
with reduction of serum cholesterol and triacylglycerol. Therefore, this study aimed to
identify phenolic compounds by high performance fractions.

2. Methods
2.1. Chemicals, apparatus and general procedures

All chemicals were of analytical grade. Solvents for the extractions, dichloromethane,
ethyl acetate, ethanol and n-butanol were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Rutin, catechin, gallic, ascorbic, chlorogenic, and rosmarinic acids, 2,2-diphenyl,1-
picrylhidrasyl (DPPH), dimethylsulfoxide (DMSO), tris-HCI, thiobarbituric acid, and sodium
dodecyl sulfate (SDS) were acquired from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Folin-
Ciocalteau and Iron Sulfide (FeSO,) were acquired from Merck (Darmstadt, Germany). High
performance liquid chromatography (HPLC-DAD) was performed with the HPLC system
(Shimadzu, Kyoto, Japan), Prominence Auto-Sampler (SIL-20A), equipped with Shimadzu
LC-20AT reciprocating pumps connected to the degasser DGU-20A5 with integrator CBM-
20A, UV-VIS detector DAD SPD-M20A and software LC Solution 1.22 SP1.
2.2. Animals

Male Wistar rats (3.0-3.5 months of age and weighing 270-320 g) were maintained
groups of 3—4 rats per cage. They had continuous access to food and water in a room with
controlled temperature (22 + 3°C) and on a 12-h light/dark cycle with lights on at 7:00 a.m.

The animals were maintained and used in accordance to the guidelines of the Brazilian
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Association for Laboratory Animal Science (COBEA) (project number 23081.005770/2009-
38).
2.3. Plant collection and extractions

Leaves of V. megapotamica were collected in Santa Maria (Rio Grande do Sul State of
Brazil) in December of 2010. A dried voucher specimen is preserved in the herbarium of the
Department of Biology at Federal University of Santa Maria by register number SMBD
13071.

Plant material was dried at room temperature and powdered in a knife mill. The leaves
(1272.68 g) were macerated at room temperature with ethanol 70% for a week with daily
shake-up; the solvent has been renovated several times. After filtration, the hydroalcoholic
extract was evaporated under reduced pressure at temperature below 40°C, in order to obtain
the aqueous extract; part of this aqueous extract was evaporated to dryness to furnish a crude
extract. The remaining aqueous extract was partitioned with solvents of increasing polarity:
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. Finally, the fractions obtained were
concentrated to dryness in a rotary evaporator and their yields were determined.

2.4. Determination of total phenolics

Total phenolic contents were measured using Folin—Ciocalteu method, slightly
modified as described by Boligon et al., (2009). Gallic acid was used as standard to construct
a calibration curve in the range of 0.005 to 0.030 mg/mL. Samples were read in triplicate at
730 nm in a spectrophotometer. Total phenolic content was expressed in milligrams
equivalents of gallic acid (GAE) per gram of each fraction.
2.5. Determination of total flavonoids

Total flavonoid were determined according to a slightly modified colorimetric method
described by Woisky & Salatino, (1998). Samples were prepared at a concentration of 1.0

mg/mL in methanol. Briefly, 0.5 mL of each sample was added to 0.5 mL of AICI3 (2%, w/v)
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and 2.5 mL of methanol. The absorbances were measured at 420 nm against the blank. Rutin
was used to construct the calibration curve and the test was performed in triplicate. The
flavonoid content was established in milligrams equivalents of rutin per gam of each fraction.
2.6. Determination of condensed tannins

Condensed tannins were determined by the vanillin method according Morrison et al.,
(1995). Samples were prepared at a concentration of 25.0 mg/mL in methanol. To 0.1 mL of
each sample were added 0.9 mL of methanol, 2.5 mL of solution A (8.0 mL concentrated HCI
in 100.0 mL methanol) and 2.5 mL of solution B (1.0 g vanillin in 100.0 mL methanol). The
absorbances were read at 500 nm against the blank of each sample. Catechin was used to
make the calibration curve and the test was performed in triplicate. The condensed tannins
content was expressed in milligram equivalents of catechin per gram of each fraction.

2.7. Radical-scavenging activity — DPPH assay

The antioxidant activity of the fractions and the crude extracts was evaluated by
monitoring its ability in quenching the stable free radical DPPH, according to a slightly
modified method previously described by Choi et al., (2002). The DPPH quenching ability
was expressed as ICsq (the extract concentration required to inhibit 50% of the DPPH in the
assay medium).Six different ethanol dilutions of each sample at 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62,
and 7.81 pg/mL were tested. A solution of DPPH (1mL; 0.3mM) in ethanol (2.5 mL) was
used as a negative control and ascorbic acid in the same concentrations used for the samples
provided the positive control. The absorption was measured at 518 nm and ethanol was used
to calibrate the spectrophotometer. The test was performed in triplicate and the antioxidant
activity was calculated by the equation:

% inibition = 100 — [(AbSsample — AbSpiank) X 100]
AbScontrol
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2.8. In vitro Fe (I)-induced lipid peroxidation in rat brain

Rats were killed and the encephalic tissue was rapidly dissected and placed on ice.
Tissues were immediately homogenized in cold 10 mM Tris—HCI, pH 7.5 (1/10, w/v). The
homogenate was centrifuged for 10 min at 4,000 x g to yield a pellet that was discarded and a
low-speed supernatant (S1) that was used for the TBARS assay. An aliquot of 100uL of S1
was incubated for 1 h at 37°C with freshly prepared FeSO, (10 uM), in the presence of
different extracts fractions of V. megapotamica. Then, TBARS production was determined as
described by Ohkawa et al., (1979).
2.9. Protein carbonyl groups

Were collected plasma the rats and the determination of total protein in plasma was
conducted using the commercial kit Labtest® as recommended by the manufacturer. Plasma
samples were diluted and after, put in refrigerator for 2 h. Plasma were obtained from
peripheral blood allowed to clot at room temperature for 2 h, separated by centrifugation at
200 x g for 15 min in centrifuge, and stored at -80°C until used. The plasma content of protein
carbonyl groups was evaluated with use of the Levine, (1990) method; briefly, 100 ul of
plasma was incubated with 100 pl of a 20 mM 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) solution
for 60 min. Then the proteins were precipitated from the solution with the use of 20%
trichloroacetate; the protein pellet was washed three times with ethanol and ethyl acetate and
resuspended in 1 ml of 6 M guanidine at 378°C for 15 min. The carbonyl content was
determined by reaction with DNPH and the absorbances were read at 366 nm (molar
absorption coefficient, 22.000 M-1/cm) (Morabito, 2004).
2.10. HPLC-DAD qualitative and quantitative analysis of polyphenols

High performance liquid chromatography was performed with Prominence Auto-
Sampler (SIL-20A) equipped with Shimadzu LC-20AT (Shimadzu, Kyoto, Japan)

reciprocating pumps connected to a DGU-20A5 degasser and CBM-20A integrator. UV-VIS



58
detector DAD SPD-M20A and Software LC solution 1.22 SP1 were used. Reverse phase
chromatography analyses were carried out with a Phenomenex C-18 column (4.6 mm x 250
mm) packed with 5 pum diameter particles, volume injection was 40 pL and the gradient
elution was conducted according to the Evaristo & Leitdo, (2001) method with minor
modifications. Mobile phase consists of water containing 2.0% acetic acid (solvent A) and
methanol (solvent B). The UV absorption spectrums of the standards as well as the samples
were recorded in the range of 230-400 nm. Stock solutions of standards were prepared in
methanol in the range of 0.0025-0.045 mg/mL. Samples and standards solutions as well as the
mobile phase were degassed and filtered through 0.45 pm membrane filter (Millipore).
Chromatographic operations were carried out at ambient temperature and in triplicate.

2.11. Statistical analysis

Data from the TBARS and protein carbonyl assay were analyzed statistically by
oneway analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan‘s multiple range tests when
appropriated using the statistical software SPSS 10.0 for Windows. Graphics were
constructed using the Slide Write 4.032 Bit Edition program. To DPPH, total phenolics,
flavonoids, and tannins assays were analyzed statistically by oneway analysis of variance
(ANOVA), followed by Tukey test using the statistical package SAS (2001). Statistical p
values were calculated to quantify levels of significance for each treatment type. A significant
p value (p < 0.05, p <0.01, or p < 0.001 when appropriate) means that there exists significant
difference between the two sets of data being analyzed.
3 Results and discussion
3.1 Phenolic contents, total flavonoids, condensed taninns and free radical-scavenging
activities

The results obtained for polyphenols, flavonoids and tannins are interpolated in the

analytical curve (Y = 15.635x + 0.0194, r = 0.9671, y = 4.2561 x + 0.0052, r = 0.9999, y =
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0.0015 x + 0.0005, r = 0.9936), respectively, showing no deviation from linearity (p = 0.05),
as determined by the (ANOVA). Total phenolic (TP), total flavonoids (TF), condensed
tannins (CT) and DPPH (ICs) are given in Table 1. Values followed by different letters in
each column differ significantly at P < 0.05 according to the Tukey test. Ethyl acetate fraction
was the one with the highest content of polyphenols and flavonoids in this study (522.4 mg/g
of GAE equivalents and 220.48 mg/g of rutin equivalents, respectively). High contents of
polyphenols and flavonoids in the ethyl acetate fractions were also reported by Boligon et al.,
(2012) working with Scutia buxifolia leaves (322.69 mg/g of GAE equivalents and 145.72
mg/g of rutin equivalents, respectively), Janovik et al., (2011), studying Cariniana domestica
leaves (510.00 to 214.32 mg/g; and 39.92 to 15.26 mg/g for phenolics and flavonoids), and
Schubert et al., (2007), working with llex paraguariensis leaves and fruits whose phenolic
contents ranged from 86.82 to 199.91 mg/g. Studies of qualitative composition of plant
extracts revealed the presence of high concentrations of phenolics in the extracts obtained
using polar solvents. Various phytochemical components, especially polyphenols are known
to be responsible for the free radical scavenging and antioxidant activities of plants. (Lee et al,
2003; Atoui et al., 2005).

The most common methods to determine antioxidant activity in a practical, rapid and
sensitive are those that involve a radical chromophore, simulating the reactive oxygen species,
and the free radical DPPH, of purple coloration that absorbs 515 nm, one of the most widely
used for in vitro evaluation of plant extracts and fractions (Arnao et al., 2000). By the action
of an antioxidant or a radical species, the DPPH is reduced to form diphenyl-hydrazine picril
(yellow), with a consequent decrease of the absorption (Brand-Williams et al., 1995; Sanchez-
Moreno et al., 1998). In fact, the best results of ICsy were obtained of the fractions ethyl
acetate and butanolic, what could be explained on the basis of the similarity between

compounds with high antioxidant activity extracted by these organic solvents. Several studies
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have demonstrated that butanolic and ethyl acetate fractions are good sources of antioxidant
compounds (Schubert et al., 2007; Tseng et al., 1997; Turkmen et al., 2006; Tung et al.,
2009). Through the antioxidant capacity measured by DPPH was found that there was no
significant difference in athyl acetate and butanolic fractions, which showed the best results.
The ethyl acetate fraction showed a relatively high value of polyphenols, almost twice the
butanolic fraction, and however, showed the same antioxidant capacity. Similar behavior was
observed for the crude extract which had the second highest content of polyphenols and
flavonoids, although, the antioxidant activity was lower than these fractions. Several authors
have described the strong correlation between antioxidant activity (DPPH method) and
phenolic compounds (Mustafa et al., 2010; Surveswaran et al., 2007; Sousa et al., 2007). It
was possible to see that this relationship was well established with V. megapotamica. This
fact can be explained by several factors, in their midst the presence of several active
compounds present in the plant that may trend towards different antioxidant abilities, but also
synergistic effects of different compounds, experimental conditions and mechanisms of
antioxidant reactions method used may affect this association (Jayaprakasha & Patil, 2007). In
addition, the structure of the phenolic groups and possible changes in hydroxyl, by
glycosylation as an exemple, cause a decrease in antioxidant activity, due to the reduction in
the number of hydroxyls and the steric hindrance that sugar gives, difficulting the connection
to the free radical (Cho et al., 2003). There are also compounds that react strongly with the
DPPH, and others that have a mechanism for slower reaction (Tsimogiannis & Oreopoulos,
2006). In a way, the highest values of polyphenols and flavonoids in the ethyl acetate fraction
relate to the good results of inhibition of DPPH radical. The dichloromethane fraction had the
lowest polyphenol and flavonoids content and antioxidant activity also lower than all other

fractions and ascorbic acid. This fact was expected due to the low polarity of the solvent.
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The results for the content of condensed tannins in this study were not satisfactory,
because only the ethyl acetate fraction obtained a small amount of these compounds. In a
preliminary phytochemical analysis performed by Brum et al, (2011), revealed the presence of
tannins in hydroalcoholic extract by reaction with ferric chloride. Some authors attribute to
several factors that may be related to the low tannin content and the absence of solvent
extractors used in this study, such as seasonality and the influence of collection site, effect of
air pollution and the effect of nutrient restriction soil (Simén et al., 1999; Hatano et al., 1986;
Salminen et al., 2001; Pansera et al., 2003; Furlan et al., 1999). It also can interfere with the
solvent extractor and experimental methodology, because according to the method depends on
the reaction of vanillin with vanillin tannins to form colored complexes. The success of this
test depends on the type of solvent used, the concentration and nature of the acid, the reaction
time, temperature and concentration of vanillin.

Tablel. Total phenolic content, total flavonoids, condensed tannins and antioxidant activity

(ICso/DPPH) for crude extract and fraction of V. megapotamica

Extract/fraction TP*+SE.f TF°+S.E1 T+SE% ICsxz SE
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (ng/mL)
Crude extract 309.1b £0.88 198.09b + 0.33 - 20.44b + 0.37
Dichloromethane 113.1d +1.30 148.44c £ 0.55 - 37.63a£0.34
Ethyl acetate 522.4a+1.12 220.48a+0.30 3.86+0.53 16.21c+0.38
n-butanolic 216.8c £ 0.42  151.02c + 0.46 - 14.17¢ £0.21
Ascorbic acid - - - 14.86¢ + 0.28

“TP = total phenolics expressed as gallic acid equivalents (mg/g fraction + S.E.)
°TF = total flavonoids expressed as rutin equivalents (mg/g fraction + S.E.)
°T = condensed tannins expressed as catechin equivalents (mg/g fraction + S.E.)
¢ S.E.= Standard error
3.2 Lipid peroxidation
Lipid peroxidation was an oxidative deterioration process of polyunsaturated fatty
acids which was damaged by radical. The MDA, however, is one of the most widely used

biomarkers for being one of the secondary products of lipid peroxidation well known (Su et

al., 2009; Esterbauer et al., 1991). The results demonstrated the effect of V. megapotamica at
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different fractions on TBARS production in brain, induced by Fe(ll), since the brain tissue is
vulnerable to free radical damage in view of the fact of its high consumption of oxygen and
relatively low concentration of antioxidant enzymes and free radicals scavengers. The ethanol
was utilized in both fractions tested as the dilution vehicle and not demonstrated interference
at the obtained results. The V. megapotamica fractions reducing the TBARS production
considerably and this occurring parallel with the increase of concentrations tested. All the
fractions of V. megapotamica decreased the MDA production at basal levels however the
crude extract, ethyl acetate and butanolic fractions demonstrate this effect at lower
concentrations when compared with the dichloromethane fraction. In this essay, the 1Cso was
in the following order: dichloromethane > butanolic > crude extract > ethyl acetate (figure 1
and table 2). These results suggested that the ethyl acetate fractions might contain the
strongest lipid peroxidate inhibitory compounds, because is the fraction that has a 50%
inhibition in the production of TBARS in a lower concentration. The inhibition of lipid

peroxidation showed a positive relation with the total phenols.
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Figure 1. Effect of different concentrations of crude extract, dichlorometane, ethyl acetate
and butanolic fractions from the laves of V. megapotamica on Fe(ll) (10 uM)-induced
TBARS production in brain homogenates. Dates are expressed as means = S.E.M., (n=3).

Significant differences are indicated by * p < 0.05 when compared with FeSO,4 group.
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Table 2. Lipid peroxidation (ICso/TBARS) for crude extract and fractions of V.

megapotamica

Crude
extract/fractions ICs0 (mean £ S.E.M.)
Crude extract 20.22 £ 4.27
Dichloromethane 7272 +7.22
Ethyl acetate 16.36 +£5.09
n-butanolic 32.78 + 3.06

S.E.M: standard error of the mean.

Free Fe(ll) can induce neurotoxicity and its levels are increased in some degenerative
diseases (Bostanci & Bagirici, 2008). Several authors have focused in the use of natural
therapeutic antioxidant compounds that can afford protection in a variety of in vitro and in
vivo models of human pathologies, including neurotoxicity models (Bastianetto & Quirion,
2002; Patel et al., 2007; Pereira et al., 2009).

3.3 Protein carbonyl

The action of reactive oxygen species on proteins has been widely demonstrated to
increase the formation of carbonyl groups (Dalle-Donne, 2003). Moreover, carbonyl stress
may be due to the damaging effect of various monodicarbonyls (such as MDA and HNE) and
of hypochlorous acid (whose production is catalysed by myeloperoxidase in neutrophils) on
proteins. However, in contrast to lipid peroxidation, protein oxidation does not have the
features of chain reactions. Also the level of carbonyl groups in circulating proteins is
considered a useful marker of oxidative stress, which may have some advantages in
comparison with the measurement of other parameters; in fact, these oxidation products are
formed relatively early and are more stable (Morabito, 2004).

High levels of protein carbonyl groups (PCG) have been observed in several diseases,
such as Alzheimer’s disease, rheumatoid arthritis, diabetes, sepsis, chronic renal failure, and
in some malignancies. The analysis by ANOVA revealed a significant decrease PCG levels in
plasma wich was incubated the different extracts at concentrations of 50, 100 and 200 mg/ml.

The concentration of the 25 mg/ml for all extracts was not able to reduced the PCG levels
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when compared to your control. This results showed a dose-dependent effect (figure 2). This
way we conclude that higher doses are more efficient than lower doses (25 mg/ml) since

higher doses are richer in phenolic compounds.

0.20 7

EE3 Crude extract
E3 Dicholorometane
IO Ethyl acetate
Butanolic

0.157 4

e e e ety

0.104F

0.05 41

Protein carbonyl groups (nmol/ml)

s s e b ]

BB
" "
oy

e ]

™ ™ ™ ™

SRR

0.00-

0 25 50 100 200

Extract concentration (mg/ml)

Figure 2 — The effect of crude extract, dichlorometane, ethyl acetate and butanolic fractions
of V. megapotamica on protein carbonyl groups production in plasma. Dates are expressed as
means + S.E.M. (n=3) to a, b, ¢, d = different from control (p<0.001).

In the study by Bahramikia et al, (2009), we investigated the antioxidant activity of
four plant species Teucrium polium, Cyperus rotundus, Anethum graveolens and Nasturtium
officinale using a model pro-oxidant model pro-oxidant (Fe(ll)’ascorbate) in homogenates rat
liver. The plant extracts showed inhibitory effects against the formation of protein carbonyl,
lipid peroxidation and reactive oxygen species. The authors atribuiaram these protective
effects of extract of each plant due to its polyphenol content. Since the T. polium has a higher
polyphenol content and had the highest antioxidant activity against oxidation of proteins. In
another study with different fractions of T. Polium different methods were used to evaluate
the antioxidant capacity in vitro. The results indicated that the ethyl acetate fraction has the
highest antioxidant activity in inhibiting the formation of protein carbonyls (Ardestani &

Yazdanparast, 2007).



65
3.4 HPLC-DAD qualitative and quantitative analysis of polyphenols
The crude extract and fractions from V. megapotamica were investigated for the
presence of the following polyphenolic compounds: chlorogenic and rosmarinic acids.
Identification of the compounds was done by comparison of their retention’s time and UV
absorption spectrum with those of the standards. The results obtained for this HPLC screening
(see figure 2 and table 3) indicates that ethyl acetate is the fraction which englobes the larger
number of phenolic compounds.

Table 3. HPLC/DAD of quantified polyphenols in crude and fractions of V. megapotamica

mg/g of dried extract or fraction®
Extract/Fraction CLA RA

Crude extract 0.87+0.01 -

Dichloromethane  0.74+0.06 -
Ethyl acetate - 54.11+0.30

n-Butanol 1.23+0.05 -

% Results are expressed as mean (n=3) + standart deviation
CLA = chlorogenic acid and RA= rosmarinic acid

The presence of both rosmarinic acid in high quantities can be closely related to the
lowest values of ICs, obtained for ethyl acetate fraction in DPPH and TBARS assays.
Rosmarinic acid is known antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial and anti-HIV
properties (Petersen & Simmonds, 2003). In a study by Sahin et al., (2011), rosmarinic acid
was the most abundant phenolic compound determined in all Prunella L. samples, and that
the amount of this compound ranged from 1.19+0.01 to 38.28+0.68 mg/g dried plant for P.
vulgaris L., from 0.84+0.01 to 39.19+0.48 mg/g dried plant for P. laciniata (L.) L., from
0.70£0.01 to 36.45+0.04 mg/g dried plant for P. grandiflora L. and from 0.24+0.01 to
18.95+0.14 for P. orientalis Bornm. In this study, the content of rosmarinic acid in the leaves
of V. megapotamica was found in highest concentration in the EtOAc fraction (54.11 + 0.30
mg/ml), and that in the other fractions and EB was not possible to quantify the AR, was only

identified. The chlorogenic acid is one of the compounds found in most plant species (Hynes
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and O’Coinceanainn, 2004). Variety of studies have demonstrated the beneficial effect of

chlorogenic acid on different pathophysiological effects, and its antioxidant action more

relevant.
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Figure 3 - High performance liquid chromatography phenolics profile of crude extract (A),
dichloromethane (B), ethyl acetate (C) and butanolic fractions (D) of Vitex megapotamica
leaves. Peaks: 1 - chlorogenic acid and 2 - rosmarinic acid. The chromatogram is
representative of the length of 327nm.

Conclusion

The fractions and crude extract of V. megapotamica tested here have effective
antioxidant capacity, being the ethyl acetate fraction the one with the strongest lipid inhibitory
actitity and the highest contents of phenolic compounds, flavonoids and tannins. HPLC/DAD
analysis performed with V. megapotamica revealed the presence two compounds phenolics:
chlorogenic and rosmarinic acids, and that the ethyl acetate is the fraction which englobes the
larger number of phenolic compounds. Higher dosages of the extracts were more effective in
reducing levels of plasma proteins carbonyl.

Considering that natural substances can be responsible for the protective effect against
the risk of many disease processes, the results described in this paper suggest that V.

megapotamica has important antioxidant activity, which may be related to its popular uses,
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serving as a stimulus for further study to assess the antioxidant activity of compounds isolated
from the leaves of this species.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A exploracdo de plantas nativas na medicina popular é largamente difundida
no Brasil por ser um pais dotado de uma diversidade genética de espécies vegetais
que sao fortemente exploradas pelas culturas de diversos lugares do mundo, na
busca de plantas para a cura de muitas enfermidades. As informacfes obtidas da
medicina popular tém muito a contribuir com os pesquisadores, industrias
farmacéuticas, bidlogos, agricultores e a sociedade como um todo, para 0 aumento
do arsenal de praticas terapéuticas e para o desenvolvimento de novos farmacos
com propriedades quimicas, farmacologicas e toxicolégicas conhecidas, como
também, proteger nossa biodiversidade. A perda da biodiversidade e o acelerado
processo de mudanca cultural acrescentam um senso de urgéncia em garantir o
registro desse saber, inclusive para uso cientifico. Através deste conhecimento,
evitam-se falsificacbes ou substituicbes por outras plantas como também,
proporciona-se o aumento da credibilidade dos pacientes e médicos no estimulo ao
uso de medicamentos fitoterapicos. Estes tém sido utilizados para o tratamento de
muitas patologias, por ser um produto com um custo mais acessivel a populacéo e
aos servicos de saude.

Quando se pretende trabalhar com plantas, o primeiro passo a ser realizado é
a identificacdo da espécie e por seguinte, uma pesquisa fitoquimica preliminar, para
conhecer os principais grupos de metabdlitos secundarios presentes nelas. No
presente trabalho, este processo foi realizado no extrato hidroalcéolico e aquoso das
folhas de V. megapotamica, submetendo-se a uma série de reacbes de
caracterizacdo que revelaram a presenca de heterosideos antocianicos, fendis e
taninos, catequinas, flavonadis, flavanonas, flavanondis e xantonas, esteroides e
triterpenoides (esteroides livres), heterosideos cardioativos, fendis com posicdo orto
e meta livres, fendis com a posicao para livre, cumarinas, acidos organicos e fenais.
As classes de principios ativos encontradas neste estudo acenam para varias
possibilidades terapéuticas e os dados obtidos na literatura servem de apoio para
direcionar os estudos a fim de aprofundar ainda mais o conhecimento sobre essa

espécie.
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Dentre 0os metabdlitos secundarios encontrado nesta analise fitoquimica,
varios grupos de substancias apresentam propriedades famacolégicas
comprovadas, como por exemplo, os taninos apresentam propriedades bactericida e
fungicida (SCALBERT, 1991; CHUNG et al., 1998), antiviral (OKUDA et al., 1993),
inibicdo da peroxidacao lipidica e sequestradora de radicais livres (HAGERMAN et
al., 1998; MOURE et al., 2001), cumarinas tém apresentado acdo anticoagulante,
imunossupressora, relaxante vascular, hipolipidémica e hipotensora (HOULT; PAYA,
1996), sendo que cumarinas contendo grupos di-hidroxilados em posi¢ao orto, sao
poderosos inibidores da peroxidacao lipidica, além de eliminarem o anion radical
superoxido e quelarem ions ferro, o que os conferem propriedades antioxidantes
(MARTIN-ARAGON et al., 1996). As xantonas possuem acao inibitéria da enzima
monoaminno-oxidase (MAO), atividade relacionada com o tratamento de estados
depressivos (USDIN, 1984; FOWLER; ROSS, 1984). Vérios estudos tém
demonstrado as xantonas propriedades potenciais para o tratamento de cancer (LIN
et al., 1996), como também antimicrobiana (LINUMA et al., 1996; DHARMARATNE
et al., 1999), antifungica (RATH et al.,, 1996; ROCHA et al.,, 1994; PINTO et al.,
1994), antioxidante (MAHABUSARAKAM et al., 2000; YOSHIHAWA et al., 1994)
entre outras. Flavanonas possuem ac&o antitumoral (SIMOES et al., 2010), flavondis
possuem atividade antiviral (HUDSON, 1990), antitumoral (SIMOES et al., 2010 p.
604) e no tratamento da insuficiéncia vascular (SIMOES et al., 2010), catequinas
possuem atividade antioxidante (MOREL et al, 1993). Diante da diversidade de
acOes biolégicas destas classes de metabdlitos secundarios, constatou-se que a
maioria apresenta caracteristicas antioxidantes, o que motivou o0 estudo desta
atividade nas folhas de V. megapotamica. As plantas vém destacando-se pelas suas
potenciais acdes antioxidantes e por isso tem sido utilizadas para o tratamento de
diversas patologias, inclusive, no tratamento do cancer, doencas
neurodegenerativas, aterosclerose, entre outras.

Em um estudo fitoquimico preliminar de V. megapotamica realizado por
Brandt et al., (2009), constatou-se a presenca de Oleos essenciais. Por este fato e a
auséncia de dados na literatura a respeito da composi¢ao quimica do 6leo, motivou-
se a realizacdo da extracdo do Oleo essencial. Através da andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrbmetro de massas obtiveram-se as quebras das
moléculas de cada um dos constituintes do 6leo essencial. Através destes dados e

da comparacdo com base no indice de retencdo (RI) experimental com o da
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literatura (ADAMS, 1995) e com o banco de dados espectrais (NIST) identificou-se
0s componentes do Oleo.

Foram identificados vinte e sete componentes, consistindo 92,36% do total do
Oleo. O constituinte majoritario foi o hidroxitolueno butilado (BHT) (34,17%), seguido
por fitol (12,66%), a-cariofileno (11,84%), &-elemeno (10,65%), B-cariofileno (7,82%),
y-elemeno (4,24% ) e germacreno D (2,82%).

Além disso, a atividade antioxidante do Oleo foi avaliada em termos da sua
capacidade em sequestrar radical livre (DPPH). O éleo mostrou inibicdo percentual
de 35,62% e 75,25% em concentracbes de 76 e 101,6mg/ml, respectivamente.
Provavelmente, a atividade antioxidante relatada se deve ao componente majoritario
BHT. O BHT, é um composto organico lipofilico, utilizado como um aditivo alimentar
antioxidante, bem como em cosméticos e produtos farmacéuticos. Foi identificado e
guantificado também na composicdo do 6leo essencial de outras espécies, tais
como Zygophyllum album L., Solanum pseudocapsicum, e também, nos extratos de
folhas de planta Mesembryanthemum crystallinum (TIGRINE-KORDJANI et al.,
2006; ALIERO et al., 2006; BOUFTIRA et al., 2007; BOUFTIRA et al., 2010).

Os metabdlitos secundéarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante, como por exemplo, os constituintes dos 6leos
essenciais que sdo biossintetizados em tricomas glandulares principalmente de
folhas e calices florais e dependem, além dos fatores genéticos, também dos
fisiolégicos e ambientais (FREITAS et al., 2004; LAWRENCE, 1992; KUTCHAN,
2001). Segundo Freitas et al. (2004), a quantidade dos constituintes presentes nas
plantas varia consideravelmente em funcdo de fatores externos, incluindo
temperatura, irrigacao, incidéncia solar, nutrientes do solo, horario de coleta, idade
da planta, entre outros. Aliado a isso, a sintese de metabdlitos secundarios
antioxidantes que absorvem em 300-400 nm € significantemente aumentada por
radiagdo UV (GOTTLIEB et al., 1996) fornecendo, portanto, um alto nivel de
protecdo contra oxidantes prejudiciais gerados termicamente ou pela luz (LARSON,
1988). Estes fatores estimulam as plantas a desenvolverem protecdo a estes
agentes externos, através da producdo de compostos que possuam efeito
antioxidante, tais como polifendéis, flavondides, bem como a producdo de BHT
(IROVETZ et al., 2006; JAYAPRAKASHA et al., 2006). Diante disso, acredita-se que
estes fatores podem explicar a quantidade de BHT na composicdo do o6leo de

V.megapotamica, pois as folhas, para extragéo do oOleo, foram coletadas no veréo e,
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possivelmente, submetido a interferéncias exdégenas mencionas anteriormente. A
presenca de BHT em V. megapotamica indica que o 6leo essencial pode ter
interessantes propriedades antioxidantes.

A atividade antioxidante dos 6leos volateis tem sido bastante estudada, assim
como o0s extratos das plantas, que vém apresentando um enorme crescimento
cientifico na investigacao de propriedades antioxidantes, nas duas ultimas décadas,
envolvendo desde o efeito dos extratos brutos, de fragcbes ou de componentes
isolados e/ou modificados. As espécies vegetais produzem uma variedade de
antioxidantes, mediante os danos moleculares provenientes de espécies reativas de
oxigénio (ERO), sendo que os compostos fendlicos representam a maior classe de
antioxidantes originados por elas. Dentro desse grupo de compostos fenélicos com
atividade antioxidante, encontram-se principalmente, os flavondides, taninos,
catequinas, proantocianidinas e alguns acidos polifendlicos (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2010; ACKER et al., 1996). A atividade antioxidante de compostos
fendlicos deve-se principalmente as suas propriedades redutoras, dada a sua
estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante no
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na
etapa de inibicdo, como na propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios
formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao relativamente estaveis, devido a
ressonancia do anel aromatico presente na estrutura dessas substancias (HASLAN,
1996; SOARES, 2002; CHUN et al., 2005). Existem estudos que demonstram que 0s
flavonoides exibem uma série de agbes bioquimicas e farmacoldgicas, tais como
anticarcinogénico, antiviral, antimicrobiano, antitrombotico, anti-inflamatéria e
atividades antimutagénica (TURKOGLU et al., 2007).

Os antioxidantes tém também uma vasta gama de atividades biolGgicas e
farmacologicas e oferecem um grande beneficio para salde. Durante o estresse
oxidativo estas substancias sdo importantes na prevencdo da lesdo celular e no
desenvolvimento de certos canceres e doencas neurodegenerativas (NEWMAN et
al., 2000).

No momento atual, existe uma variedade de métodos para se determinar a
capacidade antioxidante de ativos presentes em alimentos, fluidos biolégicos,
vegetais, entre outros. A maioria dos métodos de determinagdo da atividade
antioxidante in vitro, tem como reagente um radical livre, o qual € capturado ou

neutralizado pelos compostos antioxidantes, inibindo a formacdo de produtos de
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oxidacdo. Um dos métodos mais conhecidos determinar a atividade antioxidante de
extratos e substancias isoladas é o método do DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). A
solucédo etandlica do DPPH apresenta coloracdo roxa e absorve fortemente em
518nm (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Por acdo de um antioxidante, o DPPH ¢é reduzido formando difenil-picril-
hidrazina, apresentando coloragdo amarela, reacdo essa monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos, determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante que corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante (BRAND-WILLIANS et al.,, 1995). A capacidade
antioxidante de V. megapotamica foi avaliada por esse método, conforme
metodologia descrita por Choi et al. (2002). As fracdes BuOH e AcOEt foram as que
obtiveram os melhores resultados, com ICsy de 14,17 + 0,76 e 16,21 + 0,40 pg/mL,
respectivamente (ICso = concentracdo necessaria para inibir o radical DPPH em
50%). As fracbes CH,Cl, e EB apresentaram as menores atividades 37,63 + 0,98 e
20,44 + 1,23 ug/mL, respectivamente. Como foi mencionada anteriormente, a
atividade antioxidante se deve principalmente pela presenca de alguns metabdlitos
secundarios presentes nas espécies vegetais, tais como compostos fendlicos,
flavondides, taninos entre outros, os quais foram determinados, neste estudo,
visando estabelecer uma correlacdo com o potencial antioxidante encontrado para
esta espécie.

O doseamento de polifenois foi realizado para o EB e as fracoes,
empregando-se o reagente Folin-Ciocalteau, seguindo a metodologia descrita por
Chandra e Mejia (2004) e para o teor de flavondides utilizou-se a metodologia
descrita por Woisky e Salatino (1998) que utiliza cloreto de aluminio. A fracéo
AcOEt apresentou o maior teor de polifenois (522,4 + 1,12 mg/g) e flavonoides
(220,48 + 0,30 mg/g) neste estudo, seguido do EB 309,1 = 0,88 mg/g, 198,09 = 0,33
mg/g, BuOH 216,8 + 0,42 mg/g e 151,02 = 0,46 mg/g, CH,Cl, 113,1 + 1,30 mg/ml e
148,44 + 0,55 mg/ml, respectivamente, considerando as concentracfes expressas
como miligrama de equivalentes de acido galico para polifenois e miligrama de
equivalentes de rutina para flavonoides. Este resultado era esperado, pois segundo
Canadanovic et al, (2008), estudos de composicédo qualitativa de extratos de plantas
revelam a presenca de altas concentracdes de compostos fenolicos nos extratos

obtidos, utilizando solventes polares.
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Através da capacidade antioxidante avaliada pelo DPPH verificou-se que néo
houve diferenca significativa nas fracées AcOEt e BUOH, as quais apresentaram 0s
melhores resultados neste estudo. Aliado a isso, verificou-se que a fragcdo AcOEt foi
a que apresentou a maior concentracdo de polifendis e flavondides. Varios autores
relatam a existéncia de uma correlacdo positiva entre compostos fendlicos e o
potencial antioxidante, usando ensaios similares (ALONSO et al., 2002; SHYAMALA
et al.,, 2005; CHANDRA; MEJIA, 2004; TUNG et al., 2007; MUSTAFA et al., 2010;
SURVESWARAN et al., 2007; SOUSA et al., 2007). Foi possivel perceber que esta
relacdo ficou bem estabelecida com V. megapotamica. A fracdo AcOEt apresentou
um valor relativamente alto de polifendis, quase duas vezes maior que a fracao
BuOH e no entanto, demonstraram a mesma capacidade antioxidante. Este fato
pode ser explicado através de diversos fatores, entre eles, a presenca de diferentes
compostos ativos na planta que podem tendenciar a capacidade antioxidante, mas
também os efeitos sinérgicos de diferentes compostos, as condi¢cdes experimentais
e 0 mecanismo do método antioxidante utilizado em que as reacfes podem afetar
esta associacdo (JAYAPRAKASHA,; PATIL, 2007). Como exemplo disso, a presencga
de outros compostos que interferem com o reagente Folin-Ciocalteau e/ou a de
outros ndo fendlicos com efeitos antioxidantes. Ha também compostos que reagem
fortemente com o DPPH, e outros que tém um mecanismo de reacdo mais lenta
(TSIMOGIANNIS; OREOPOULOS, 2006). Aléem disso, a estrutura dos grupos
fendlicos e possiveis alteracdes nas hidroxilas, como por exemplo, por glicosilacao,
provocam um decréscimo da atividade antioxidante, devido a redu¢gdo no numero de
hidroxilas e ao impedimento estérico que o aglcar proporciona, dificultando a ligacéo
a radicais livres (CHO et al.,, 2003). Geralmente, a atividade antioxidante dos
flavondides depende do padrédo de estrutura e de substituicdo de grupos hidroxila.
De certa forma, os maiores valores de polifendis e flavonoides na fracdo acetato de
etila se relacionam com os bons resultados de inibicdo do radical DPPH.

Os resultados sdo semelhantes a estudos realizados com outras espécies
vegetais, utilizando as mesmas condi¢cfes de ensaio, como por exemplo, constatou-
se que o ICso das fracbes acetato de etila e butandlica das folhas de llex
paraguaiensis foram 13,26 e 27,22 pg/mL, respectivamente (SCHUBERT et al.,
2007). Em estudo realizado por Li et al., (2009) verificou-se que as fragbes de
Lysimachia foenum-graecum com melhor atividade antioxidante foram acetato de

etila seqguida da butandlica, o0 mesmo ocorreu com duas espécies de Amaranthus,
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em que a melhor atividade antioxidante encontrada foi na fracdo acetato de etila
(NSIMBA et al.,, 2008). A Acacia podalyriifolia também obteve maior teor de
compostos fendlicos na fracdo AcOEt (338,5 mg/g), sendo que esta fracéo foi a que
obteve a maior agédo antioxidante (ICsp = 3,22 ug/mL) (ANDRADE et al., 2007).

Em estudo realizado por Mensor et al., (2001), com duas espécies de Vitex,
V. cymosa e V. polygama, 0s quais avaliaram em cinco tipos de extratos: etandlico,
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, em diferentes partes da planta,
guanto ao potencial antioxidante pelo método do DPPH. A fracdo acetato de etila foi
a que obteve maior capacidade antioxidante tanto para as folhas quanto para as
raizes de V. cymosa que obtiveram o mesmo valor (ICsp = 34.12 + 1.48 ug/mL ),
para a V. polygama néao foi diferente, a fracdo acetato de etila também foi a que
obteve os melhores resultados tanto para as folhas (ICsp = 13,37 £ 0,06 pug/mL ),
raizes (ICsp = 13,21 + 0,57 pg/mL ) e frutos (ICso = 35,23 + 2,29 pg/mL ). Ja no
estudo com V. megapotamica, foram encontrados resultados melhores de inibic&o
do radical livre. Segundo Molgaard e Ravn, (1988), as espécies pertencentes a
familia Verbenaceae provavelmente possuem atividade antioxidante devido a
flavonodis e também a fenilpropandides glicosidos, tais como verbascoide, que tem
sido detectado em um grande niumero de espécies desta familia. Substancias como
verbascoside e flavondides ja foram estudadas quanto a capacidade antioxidante e
demonstraram serem bastante ativas (XIONG et al., 1996; GORDON, 1996; RAPTA
et al., 1995; YOKOZAWA et al.,, 1997). Por fim, fica claro que a capacidade
antioxidante € marcadamente influenciada pela polaridade dos solventes extratores.

O método utilizado para a obtencdo do teor de taninos foi o da vanilina
descrito por Morrison et al.,, (1995). Os resultados para o0 teor de taninos
condensados neste estudo ndo foram satisfatérios, porque apenas a fracdo acetato
de etila obteve uma pequena quantidade destes compostos. Na analise fitoquimica
realizada em nosso estudo, observou-se a presenca de taninos, porém, como as
reacdes ndo sdo bem especificas, devido as grupos funcionais ou estruturas comuns
a varias substancias, pode estar ocorrendo uma possivel interferéncia. Outros
fatores que podem interferir no resultado s&o os solventes utilizados neste estudo,
sazonalidade, influéncia da coleta, fatores exégenos (SIMON et al., 1999; HATANO
et al., 1986; SALMINEN et al., 2001; PANSERA et al., 2003; FURLAN et al., 1999) e
também a metodologia utilizada para o doseamento, pois o método depende da

reacdo dos taninos com a vanilina para formar complexos coloridos que podem
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sofrer interferéncia do solvente utilizado, tempo de reacdo, temperatura,
concentracdo da vanilina, natureza do acido entre outros (SCHOFIELD et al., 2001).

Como forma de complementar o estudo in vitro do DPPH realizado para
determinar a capacidade antioxidante de V. megapotamica, os extratos das folhas
também foram avaliadas quanto a inibicdo da peroxidagdo lipidica pelo método do
TBARS, uma vez que os compostos fendlicos tém recebido atencdo especial nos
altimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica. O sistema nervoso
central € praticamente vulneravel a peroxidacao lipidica, devido ao seu alto contetdo
lipidico, incluindo acidos graxos poliinsaturados, alvos principais das espécies
reativas de oxigénio (GRUNDMAN, 2000). O Fe (ll), um pré-oxidante conhecido, € o
metal de transicdo mais abundante no corpo humano, € essencial para transporte de
oxigénio e diversas reagdes redox (HYNES; O'COINCEANAINN, 2004). Este metal
pode induzir a neurotoxicidade, via estimulacdo da reacdo de Fenton, que sao
importantes geradoras de radicais livres enddgenos, e seus niveis podem estar
aumentados em algumas doencas degenerativas (BOSTANCI; BAGIRICI, 2008). Os
compostos fendlicos sdo capazes de formar complexos com Fe (lll) e estédo
associados com uma diminuigdo da absorcdo de ferro no organismo (LAYRISSE et
al., 2000). O cérebro é particularmente suscetivel a danos causados por radicais
livres por causa do seu alto consumo de oxigénio e sua baixa concentracdo de
enzimas antioxidantes e removedoras de radicais livres. Neste contexto, o potencial
antioxidante do extrato bruto e das fragdes das folhas foram testadas frente o Fe (ll),
utiizando o tecido encefélico de ratos para o ensaio do TBARS. As fracbes
reduziram consideravelmente a producao de TBARS, seguindo a seguinte ordem de
inibicdo: AcOEt> EB>BUOH> CH,Cl,. A fracdo AcOEt foi a que apresentou o melhor
resultado, inibindo 50% na producdo de TBARS em uma concentracdo mais baixa
(ICs0 = 16.36 + 5.09 pug/ml). Os bons resultados da inibicdo da peroxidacgédo lipidica
mostraram uma relagdo positiva com o teor de fenodis encontrado nas folhas de V.
megapotamica.

ModificacGes protéicas podem n&o ocasionar perda de funcédo ou alteracdes
estruturais, nesse caso, as proteinas com acdo antioxidante sofrem oxidacéo
reversivel (LEVINE et al., 2000; DALLE-DONNE et al., 2005a; DALLE-DONNE et al.,
2005b). Em contrapartida, modificacdes irreversiveis de proteinas podem levar a
danos estruturais com inativacdo e perdas funcionais das mesmas. Tal modificacao

protéica irreversivel e ndo enzimatica € denominada a carbonilagdo (STADTMAN;
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BARLETT 1991; STADTMAN; LEVINE, 2003) e isso ocorre devido a inducdo de
ERO, produzindo derivados carbonilados altamente reativos, ou indiretamente
através do ataque de produtos secundarios do estresse oxidativo. As proteinas
carboniladas resultantes do processo oxidativo podem ser degradadas ou
recuperadas, o que resulta em ndo aparecimento de doengas ou, em casos mais
acentuados, conduzir a morte celular originando processos patoldgicos (DALLA-
DONNE et al., 2006).

Elevados niveis de grupos de proteina carbonil tém sido observadas em
vérias doencas, tais como a doenca de Alzheimer, artrite reumatéide, diabetes,
septicemia, insuficiéncia renal cronica, e em alguns tumores malignos (MORABITO
et al., 2004).

O ensaio de carbonilacdo de proteinas tem sido utilizado em estudos
experimentais e amostras clinicas (STADTMAN, 1990; STADTMAN; OLIVER, 1991,
QUINLAN et al., 1994; GLADSTONE; LEVINE, 1994; REZNICK et al., 1992) através
de ensaio convencional colorimétrico que mede a ligacdo da dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (LAPPIN; CLARK, 1951; LEVINE et al.,, 1990; LEVINE et al., 1994,
REZNICK; PACKER et al., 1994). Os niveis de proteina carbonilada no plasma
foram utilizados como um parametro de estresse oxidativo neste estudo, através de
método previamente descrito por Levine et al, (1990) com algumas modificacdes.
Houve uma diminuic¢do significativa nas proteinas carboniladas no plasma, o qual foi
incubado comdiferentes extratos, em concentracfes de 50, 100 e 200 mg/ml. A
concentracdo de 25 mg/ml ndo foi capaz de reduzir os niveis de proteinas
carboniladas para todos os extratos testados quando comparados com 0S seus
respectivos controles. Os resultados mostraram um efeito dose-dependente. Desta
forma, concluimos que doses elevadas sdo mais eficientes do que as doses mais
baixas (25 mg/ml), porque eles sdo mais ricas em compostos fendlicos.

Os bons resultados encontrados para a capacidade antioxidante motivou a
realizacdo de um perfil cromatografico por CLAE, com a finalidade de identificar e
guantificar os possiveis compostos fenolicos que possam ser responsaveis por essa
atividade. Esta analise foi feita através de metodologia descrita por Evaristo e Leitéo,
(2001) utilizando o gradiente de eluicdo e foram investigadas a presenca de dois
acidos fendlicos: clorogénico (ACG) e rosmarinico (AR). A identificagdo dos
compostos foi realizada por comparacao dos tempos de retencéo e dos espectros de

absorcdo com aqueles dos padrdes.
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Neste estudo, com excec¢ao da fragdo acetato de etila, todas as outras fragbes
obtiveram as duas substancias testadas. O AR foi encontrado em maior
concentracéo na fragdo AcOEt (54,11 £ 0,30 mg/ml), sendo que nas demais fracdes
e no EB, néo foi possivel quantificar o AR, apenas foi identificado.

Em comparagdo com o AR, o ACG foi encontrado em quantidades bem
menores, sendo que a maior concentracdo obtida foi na fracdo BuOH (1,23 + 0,05
mg/g), sequida do EB (0,87 + 0,01 mg/ml) e CH,CI;, (0,74 + 0,06 mg/ml).

A presenca de AR em quantidades elevadas pode estar estreitamente
relacionada com os menores valores de ICso obtidos para a fragdo AcOEt em
ensaios DPPH e TBARS. O AR é conhecido pelas suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatoria, anti-bacteriano e anti-HIV (PETERSEN; SIMMONDS, 2003). O AR,
assim como muitos antioxidantes naturais tém sido identificados como agentes
sequestradores de espécies radicalares (CAO et al., 2005).

Em um estudo realizado por Sahin et al., (2011), o AR foi o composto fendlico
mais abundante determinado em todas as amostras Prunella L., e que a quantidade
deste composto variou de 1,19 + 0,01 para 38,28 + 0,68 mg/g de planta seca em P.
vulgaris L., de 0,84 £ 0,01 para 39,19 + 0,48 mg/g planta seca em P. laciniata (L.) L.,
de 0,70 = 0,01 para 36,45 = 0,04 mg/g planta seca em P. grandiflora L., de 0,24 +
0,01 para 18,95 + 0,14 em P. orientalis Bornm.

Segundo Velioglu et al, (1998), o AR identificado por CLAE, foi o acido
fendlico mais abundante encontrado em Thymus vulgaris, Mentha piperita, Melissa
officinalis e Rosmarinus officinalis.

O ACG, embora encontrado em menor concentragdo nos extratos de V.
megapotamica, € um dos compostos encontrados na maioria das espécies de
plantas (HYNES; O'COINCEANAINN, 2004). Segundo Cechinel Filho e Yunes,
(1998), mesmo que as plantas produzam centenas de metabdlitos secundarios,
apenas 0S compostos presentes em maior conentracdo sdo geralmente estudados
pela fitoquimica. No entanto, a andlise de substancias ativas é muito complexa e
longa, jA que geralmente os compostos presentes em menor proporcao na espécie
vegetal sdo os que apresentam melhores efeitos biolédgicos.

Uma diversidade de estudos tem mostrado que o ACG possui efeitos
benéficos sobre diferentes quadros fisiopatoldgicos, sendo a sua agéo antioxidante a
mais relevante. Segundo Moran et al., (1997) o ACG pode impedir as reaces do

tipo Fenton, através de quelacdo com o ion ferro. Um outro estudo demonstra a
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atividade antioxidante do ACG ao proteger proteinas do ataque de radicais livres
(KISS et al., 1989). Vérias patologias envolvem a formacédo de ERO, neste sentido,
pode-se supor que os efeitos antioxidantes do ACG podem proteger o organismo de
diferentes doencas, como por exemplo, efeito hipotensor mostrado em estudos
experimentais em modelos com animais e humanos (WATANABE et al., 2006;
BONITA et al.,, 2007; CHEN et al.,, 2009), estudos experimentais em ratos e
humanos tém demonstrado a acdo do ACG como anti-diabético (KARTHIKESAN et
al., 2010a, 2010b; PARI et al., 2010), tem sido constatado o efeito do ACG na
prevencdo do desenvolvimento do céncer de co6lon humano e inibicdo da
proliferacdo das células tumorais de diferentes linhagens (GRANADO-SERRANO et
al.,, 2007), o ACG também tem apresentado efeito anti-inflamatorio em varios
estudos in vivo (KRAKAUER, 2002; SANTOS et al., 2006; OLMOS et al., 2007;
ZHANG et al., 2010; MARRASSINI et al., 2010).

Como podemos observar a fracdo AcOEt foi a que obteve os melhores
resultados neste estudo, sendo esta promissora para ensaios com atividades
biologicas, priorizando o isolamento de substancias para guiar estudos

biodirecionados.



82

6 CONCLUSAO

= Os resultados da analise fitoquimica preliminar indicaram a presenca de
heterosideos antocianicos, fendis e taninos, catequinas, flavondéis, flavanonas,
flavanondis e xantonas, esteroides e triterpenoides, heterosideos
cardioativos, fendis com posicao orto e meta livres, fendis com a posicdo para
livre, cumarinas, acidos organicos e fenais.

= A analise por CG-MS resultou na identificacdo de 27 componentes,
representando 92,36% dos constituintes do Oleo essencial de V.
megapotamica. Os componentes principais do 6leo foram hidroxitolueno
butilado, fitol, a-cariofileno, &-elemeno, B-cariofileno, y-elemeno e germacreno
D.

= O O6leo apresentou capacidade antioxidante pelos dois métodos utilizados
neste estudo, tanto por aplicacdo do Oleo em placas de silica gel e
pulverizadas com DPPH como obteve bom percentual de inibicdo através da
capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH).

= A fracdo acetato de etila apresentou o maior teor de polifendis, flavonoides e
foi a Unica fragdo que obteve taninos condensados, embora em pequena
guantidade.

= No ensaio realizado pelo método do DPPH as fracdes butandlica e acetato de
etila apresentaram a melhor capacidade sequestradora de radicais livres.

» As fracbes e o extrato bruto inibiram a peroxidacdo lipidica pelo ensaio
TBARS, sendo que a fragao acetato de etila foi a que apresentou o melhor
resultado.

= Os extratos diminuiram significativamente a carbonilacdo de proteinas em
concentracbes mais elevadas que se deve a presenca de compostos
fendlicos.

= A andlise por CLAE das fracdes e do extrato bruto revelou a presenca de
acido clorogénico e rosmarinico, sendo o segundo encontrado em maior
guantidade.

Diante das constatacfes obtidas neste estudo foi possivel reconhecer as
principais classes de metabdlitos secundéarios presentes nas folhas de Vitex
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megapotamica, acenando para varias possibilidades terapéuticas bem como
identificar pela primeira vez a composi¢cdo quimica do 6leo essencial e avaliar a
capacidade antioxidante deste que foi atribuida ao seu constituinte majoritario
(BHT). Além disso, foi possivel verificar uma boa atividade antioxidante dos
extratos obtidos das folhas desta espécie, conforme os métodos utilizados neste
estudo, o que nos permite inferir que esta atividade pode estar relacionada com
sua utilizagdo na medicina popular, servindo como um estimulo para mais
estudos a fim de avaliar a capacidade antioxidante dos compostos isolados tanto
do 6leo como das folhas de V. megapotamica.
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