Quim. Nova, Vol. 41, No. 7, 743-747, 2018 http://dx.doi.org/10.21577/0100-4042.20170236

INFLUENCIA DO METODO EXTRATIVO NO TEOR DE FLAVONOIDES DE Cridoscolus quercifolius POHL
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INFLUENCE OF EXTRACTION PROCESS ON FLAVONOID CONTENT FROM Cnidoscolus quercifolius POHL
(EUPHORBIACEAE) AND ANTIOXIDANT ACTIVITY. Cnidoscolus quercifolius Pohl is a Brazilian medicinal plant from Caatinga
biome and possesses several pharmacological properties. Phytochemical investigations have attributed some of these properties to the
presence of flavonoids. In this paper, we report the influence of the extraction process on the flavonoid content obtained from leaves
of C. quercifolius and its antioxidant activity. A factorial design 2? was performed, using temperature and agitation as independent
variables. Qualitative and quantitative analyzes of the extracts were performed by HPLC-DAD. Rutin and apigenin were identified in
the extracts and chosen as analytical markers. Pareto chart and Surface response plots suggested that rutin content was increased up
to 3.93 times when temperature was employed during the extraction process. However, apigenin content was significantly reduced in
the method whose temperature or agitation were used (p<0.05). A higher antioxidant activity was observed in extracts whose rutin
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extraction was favored, suggesting that this flavonoid contributes at least in part to the antioxidant potential of the species.
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INTRODUCAO

Cnidoscolus quercifolius (syn. C. phyllacanthus (Mull. Arg.) Pax
& L. Hoffm.) € uma planta medicinal brasileira, endémica do bioma
Caatinga, frequentemente encontrada no semidrido nordestino, em
especial nos estados de Pernambuco, Bahia, Ceard, Paraiba, Piaui
e Rio Grande do Norte, além do estado de Minas Gerais, na regido
sudeste. Essa espécie € conhecida popularmente como “favela”,
“faveleira” ou “urtiga-branca”, sendo tradicionalmente utilizada no
tratamento de dores e processos inflamatdrios, infecgdes, problemas
estomacais e cicatrizagdo de feridas.'?

Estudos farmacoldgicos realizados previamente demonstraram
que extratos etandlicos obtidos das folhas e cascas do caule da
espécie apresentam atividade antinociceptiva® e anti-inflamatéria*
em modelos animais. Além disso, também foi demonstrado o po-
tencial antioxidante e antimicrobiano de diferentes extratos de C.
quercifolius.>" Essas propriedades terapéuticas tém sido frequen-
temente correlacionadas ao elevado teor de compostos fendlicos e,
principalmente, flavonoides.

Recentemente, Paula et al.® descreveu o isolamento de tri-
terpenos e bis-norditerpenos das cascas do caule da planta. De
fato, bis-norditerpenos do tipo benzilcicloheptano (denominados
de favelinhas)®!® e novos derivados ciclopropano (favelanona) e
ciclobuteno tetraciclicos (neofavelanona)!! tém sido relatados com
frequéncia para essa espécie, podendo ser considerados seus mar-
cadores quimiotaxondmicos. Esses compostos apresentam atividade
citotéxica significativa em diversas linhagens de células tumorais
humanas, sendo atribuida a eles a propriedade antitumoral verificada
para extratos de C. quercifolius.®'?

*e-mail: rolim.lar@gmail.com

Apesar de C. quercifolius ser considerada uma espécie de uso
tradicional amplamente difundido em diversas comunidades do
Nordeste brasileiro, com algumas de suas propriedades farmacol6-
gicas avaliadas e comprovadas cientificamente, ainda existem poucos
estudos quimicos e farmacoldgicos envolvendo esta planta. Além
disso, as atividades farmacoldgicas verificadas para C. quercifolius
sdo normalmente atribuidas a classes de metabdlitos secunddrios
distintas, o que torna necessdrio o desenvolvimento de métodos
extrativos que favorecam a obtencdo de compostos de interesse
para determinadas propriedades terapéuticas. Nesse trabalho, nds
relatamos a influéncia do método extrativo no teor de flavonoides
obtidos das folhas de C. quercifolius, em especial os flavonoides
rutina e apigenina, que puderam ser identificados através de andlises
por CLAE-DAD. Adicionalmente, foi avaliada a atividade antioxi-
dante in vitro dos extratos obtidos, correlacionando-a com o teor de
flavonoides verificado.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

As folhas da espécie C. quercifolius foram coletadas no Campus
de Ciéncias Agrdrias (CCA), da Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco (UNIVASF), no municipio de Petrolina-PE, em agosto de
2015, e foram comparadas com uma exsicata da planta previamente
depositada no Herbdrio do Vale do Sdao Francisco (n° 19202), na
UNIVASFE. Em seguida, o material (10 kg) foi seco em estufa de
circulacdo de ar e pulverizadas em moinho de facas, fornecendo
2,044 kg da planta pulverizada.
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Aplicacio de planejamento fatorial 22 para avaliacio do
método extrativo

Para avaliar a influéncia do método de extrag@o sobre o teor dos
flavonoides obtidos da espécie, foi realizado um planejamento fatorial
envolvendo dois fatores estudados em dois niveis diferentes (+1 e -1),
caracterizando um planejamento fatorial 22. Para todos os métodos, foi
utilizada a proporcao planta/solvente de 1:10 (m/v), utilizando 10 g da
planta pulberizada para 100 mL de solvente. O tempo de extragao foi
mantido em duas horas e todos os extratos foram preparados utilizan-
do etanol absoluto como solvente. Os extratos foram preparados em
triplicata, variando-se a temperatura de extragdo (a frio ou a quente)
e a agitacdo do meio (com ou sem agitagdo), conforme descrito na
Tabela 1. Em seguida, a solucdo extrativa obtida foi levada ao apare-
lho evaporador rotativo para eliminagao do solvente, resultando nos
diferentes extratos brutos (Cql, Cq2, Cq3 e Cq4). O rendimento do
método extrativo foi calculado com base na massa final obtida para
cada extrato em relacdo a massa de material vegetal utilizada, sendo
expresso em percentual (%, m/m).

Tabela 1. Varidveis independentes (temperatura e agitacio) e niveis (-1 e +1)
do planejamento fatorial utilizado com a espécie C. quercifolius

T
Meétodo 1 Cql 25 (-1) 0(-1)
Meétodo 2 Cq2 45 (+1) 0(-1)
Método 3 Cq3 25 (-1) 1000 (+1)
Meétodo 4 Cq4 45 (+1) 1000 (+1)

Analises por CLAE-DAD

Todos os extratos foram submetidos a uma andlise quali-quan-
titativa por CLAE-DAD visando a identifica¢do e quantificagdo dos
flavonoides presentes na espécie. As andlises foram realizadas em
cromatégrafo liquido Shimadzu® (LC-20 AT) equipado com um
amostrador automatico (SIL-20 A) e um detector de arranjo de diodos
(SPD-M20A) controlado por software LC-Solution 1.0; e uma coluna
Zorbax, Agilent (250 x 4,6 mm e 5 um) com pré-coluna. Todas as so-
lugoes foram degaseificadas e filtradas através de membrana filtrante
de 0,22 um (Chromafil® Xtra, EUA), antes de serem analisadas no
cromatdgrafo. Os extratos (Cq1-Cq4) foram analisados na concentragiio
de 10 mg/mL, solubilizados em metanol, a temperatura de 37 °C, com
fluxo de I mL min™' e volume de injec¢o de 50 pL, sendo o tempo de
andlise de 70 min e a fase mével constituida de dois solventes: solvente
A (solugdo de acido férmico 0,1%) e solvente B (acetonitrila); em
eluicdo gradiente: 0 min (100% A), 50 min (40% A e 60% B), 60 min
(40% A e 60% B), 70 min (100% A). Todas as andlises foram realizadas
em triplicata e os cromatogramas foram obtidos em 320 nm.

Para identificacéio dos compostos, foram utilizados padrdes anali-
ticos obtidos da Sigma® (Brasil). Todos os padrdes foram analisados
por CLAE-DAD sob as mesmas condi¢des de andlise dos extratos. A
identificagdo dos compostos foi realizada com base na comparacio
dos valores de tempo de retengdo e dos comprimentos de onda de
absor¢do maxima (Amax) dos picos encontrados nos cromatogra-
mas das amostras com aqueles verificados nos cromatogramas dos
padrdes analiticos.

Quantificacio dos flavonoides rutina e apigenina

Ap6s o desenvolvimento dos métodos extrativos e a identificagdo
dos compostos, foi realizada a curva padrdo para quantificacdo dos
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flavonoides rutina (CAS 153-18-4, Sigma®) e apigenina (CAS 520-
36-5, Sigma®) por CLAE-DAD. A quantificagdo desses marcadores
nos diferentes extratos foi realizada a partir da equagdo da reta obtida
de suas respectivas curvas de calibra¢do: 40 a 60 ug mL™! de rutina
(y = 32588x - 294690, com R?=0,98) ¢ 0 a 1 ug mL"! de apigenina
(y = 6000000x - 187553, com R?=0,99). O teor dos flavonoides foi
expresso em pg/mg de extrato, empregando-se valores de média +
desvio padrdo.

Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de C. quercifolius foi
avaliada através do método do sequestro do radical 2,2-difenil-1-pi-
crilhidrazila (DPPH).'"*!* Solugdes estoques das amostras (Cql-Cg4,
1 mg/mL) e padrdo (4cido ascorbico, 1 mg/mL) foram preparadas e
diluidas até concentragdes finais de 1, 3, 9, 27, 81 e 243 pg/mL, em
etanol absoluto. Uma solu¢ao contendo o radical DPPH foi preparada
em etanol, na concentragio de 50 ug mL!. Em seguida, adicionou-
-se 1 mL desta solugdo a 2,5 mL de cada uma das solucdes diluidas
dos extratos. Apds 30 minutos de reacdo em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, foram realizadas as leituras das absorbincias em
espectrofotdmetro (QUIMIS®, Brasil), em 518 nm. Os valores de
absorbancia foram convertidos em percentual de atividade antio-
xidante através da seguinte equacao: AA(%) = [(Aconrole — Aumosia)/
A onioe] X 100, em que A, Fepresenta a absorbancia do controle
negativo (1 mL da solucdo de DPPH + 2,5 mL de etanol absoluto)
e Ao TEPresenta a absorbancia da amostra. Solugdes de etanol
(1 mL) com as amostras (2,5 mL) foram utilizadas como branco.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores
de percentual de atividade antioxidante foram convertidos para CEs,
através de andlise de regressao ndo linear.

Analise estatistica

Todos as determinacdes foram realizadas em triplicata. A andlise
dos dados da quantificagcdo dos flavonoides apigenina e rutina foi
realizada utilizando o software OriginPro8®. Os gréficos de Pareto e
de Superficie-Resposta foram obtidos através do software Statistica®
(StatSoft, versdo 5.0), considerando os valores significativamente
diferentes quando p < 0,05. Os valores de CEs,e de percentual de
atividade antioxidante foram calculados com o auxilio do programa
GraphPad Prism6°®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi avaliado o rendimento dos extratos obtidos de
acordo com as condi¢des de extracdo utilizadas. De modo geral, o
emprego de temperatura e agitagdo facilitou a extragdo dos consti-
tuintes quimicos da planta (Tabela 2), um resultado previsivel, uma
vez que esses fatores aumentam a difusdo e solubilidade do composto,
além de diminuirem a viscosidade do solvente, resultando assim na
melhoria da extracdo.

Ap6s obtencdo, todos os extratos foram analisados por CLAE-
DAD sob as mesmas condi¢des cromatograficas. Todos os extratos
apresentaram perfil cromatografico semelhante, variando apenas
a intensidade dos picos registrados (Figura 1). Os cromatogramas
obtidos (320 nm) revelaram diversos picos com bandas de absor¢ao
UV caracteristicas de derivados flavonoidicos ( ,,,, 250-270 e 320-360
nm). Dentre esses, dois foram identificados como sendo os flavonoides
rutina e apigenina,'> com base na comparagéo do tempo de retencdo
(TR) e o perfil de absor¢do UV registrados para os padrdes analiticos
utilizados (Figura 2). A Tabela 2 sumariza os valoresde TR e ,,,,, além
do teor de rutina e apigenina calculados para cada extrato.
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Figura 1. CLAE-DAD (320 nm) dos extratos (Cql-Cq4) obtidos através
diferentes métodos extrativos empregados, conforme apresentado na Tabela 1

A aplicagdo do planejamento fatorial permitiu avaliar a influén-
cia dos fatores temperatura e agitagdo na extragdo dos flavonoides
identificados. O grafico de Superficie-Resposta apresentado na Figura
3 demonstra que quanto maior a temperatura empregada, maior o
teor de rutina obtido durante a preparagdo dos extratos. O diagrama
de Pareto corrobora essa informagao, revelando que a temperatura
influencia positivamente na extracdo da rutina (p<0.05) (Figura 3).
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Por outro lado, o emprego de agitagdo ou a combinagdo das duas va-
ridveis (agita¢do + temperatura) nfio interferem de modo significativo
no teor do composto. Desse modo, Cq3 e Cq4 foram consideradas
as melhores condicdes de extragio da rutina, apresentando teores de
3,81+0,34 e 4,07+1,29 pg/mg, respectivamente (Tabela 2).

O uso da temperatura como um fator que melhora a extragdo de
compostos fendlicos, em especial os flavonoides, tem sido amplamen-
te descrito na literatura.'®'® Além disso, por se tratar de um derivado
glicosilado, € natural que a rutina seja mais facilmente extraida em
temperaturas elevadas.'” Contudo, também ¢ sabido que o emprego
de altas temperaturas pode levar a degradagdo desse composto,?*?!
0 que torna necessdrio o desenvolvimento de novas metodologias
de otimizag¢do do método extrativo a fim de selecionar as melhores
condicdes de extragdo, sem que a substincia seja degradada durante
0 processo extrativo.

Diferentemente do que foi verificado para rutina, o grafico de
Superficie-Resposta apresentado na figura 4 revela que o uso de
temperatura ou agitacdo diminuem a eficiéncia de extragdo do fla-
vonoide apigenina. De acordo com o diagrama de Pareto (figura 4),
o emprego dessas varidveis influencia negativamente na extracio do
composto (p<0.05), justificando o menor teor de apigenina verificado
para o extrato Cq4 (0,18+0,02 ug mg™") e o maior teor verificado para
a condi¢@o Cql (0,26+0,01 pug mg™).

Levando em consideragdo que os flavonoides tém sido relatados
como os constituintes quimicos responsaveis pelo potencial antio-
xidante de C. quercifolius,”” nés resolvemos investigar a atividade
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Figura 2. CLAE-DAD (320 nm) dos padrées rutina e apidenina, e do extrato de C. quercifolius (A). Espectro de absorcdo UV obtidos para rutina (B) e apigenina

(C), comparados aos picos correspondentes em extratos de C. quercifolius

Tabela 2. Determinagao do rendimento total (RT), tempo de retencao (TR) e comprimentos de onda de absor¢ao médxima no espectro UV, além do teor verificado

para os flavonoides rutina e apigenina em cada condicao extrativa (Cql-Cq4)

Extrato RT Rutina Apigenina
(%, m/m) TR A Teor TR M Teor
(min) (nm) (ug mg") (min) (nm) (ug mg)
Cql 3,71+0,87 21,29 255,353 2,63+0,24 35,82 267,337 0,26+0,01
Cq2 8,24+0,82 21,23 255,353 3,00+0,32 35,87 267,337 0,23+0,01
Cq3 3,93+0,99 21,27 255,353 3,81+0,34 35,87 267,337 0,25+0,01
Cq4 10,31£0,97 21,23 255,353 4,07£1,29 35,85 267,337 0,18+0,02

Valores de RT e teor sdo expressos como média + desvio padrio.
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Figura 3. Grdfico de Superficie-Resposta (A) e diagrama de Pareto (B) mostrando a influéncia dos fatores temperatura e agitagdo no teor de rutina obtido
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Figura 4. Grdfico de Superficie-Resposta (A) e diagrama de Pareto (B) mostrando a influéncia dos fatores temperatura e agitagdo no teor de apigenina obtido

durante O processo extrativo

antioxidante dos extratos obtidos nas diferentes condicdes (Cql-Cg4),
utilizando o método do sequestro do radical DPPH. Este € um modelo
cldssico para avaliagdo do potencial antioxidante in vitro de amostras
de natureza orgénica, sendo amplamente empregado na avalia¢do
da atividade antioxidante de produtos naturais, incluindo extratos
vegetais.'** De acordo com a Figura 5, foi verificado que o extrato
Cqg4 apresentou maior atividade antioxidante em comparagdo com
os demais extratos, alcancando cerca de 90% de atividade na dltima
concentragao testada (243 ug mL™"). De fato, Cq4 apresentou o menor
valor de CEs, (75,89+ 2,71 pg mL") entre os extratos (Tabela 3),
sugerindo que o emprego de fatores que favorecem a extragido do
flavonoide rutina tendem a melhorar a atividade antioxidante do
extrato. Isso porque esse flavonoide apresenta elevado potencial
antioxidante tanto em modelos in vitro, quanto em modelos in vivo,
sendo utilizado, inclusive, como uma substancia de referéncia (con-
trole positivo) em alguns testes.?>%

CONCLUSAO

O planejamento fatorial aplicado nesse estudo permitiu identificar
atemperatura como sendo um fator que favorece a extragao de rutina,
mas desfavorece a extracio de apigenina. A agitacdo também preju-
dica a extrac@o de apigenina, mas nao influencia significativamente
no teor de rutina. Esses resultados sugerem que diferentes condi¢des
de temperatura e agitacdo podem ser empregadas na extracdo de
flavonoides de C. quercifolius a depender do tipo de substancias que
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Figura 5. Atividade antioxidante (%) verificada para os extratos obtidos
em diferentes condicoes (Cql-Cq4) e para o padrao dcido ascorbico (AA)

se deseja obter (flavonoides glicosilados, como rutina; ou agliconas,
como apigenina). Além disso, foi verificado uma maior atividade an-
tioxidante quando empregadas condi¢des que favoreceram a extragiao
de rutina, sugerindo que este flavonoide pode estar relacionado, pelo
menos em parte, ao potencial antioxidante da espécie. Vale ressaltar
que outros compostos fendlicos também podem ter contribuido para
a melhoria da atividade antioxidante do extrato, sendo necessario o
desenvolvimento de estudos fitoquimicos posteriores que permitam
o isolamento e caracterizacdo desses constituintes.

Embora preliminar, esse trabalho fornece informacdes
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Tabela 3. Valores de CE,, obtidos para os extratos (Cql-Cq4) e para o padrdo dcido ascérbico (AA) no teste do sequestro do radical DPPH

Amostra AA Cql Cq2 Cq3 Cq4
CE,, (ug mL™") 2,55+0,25 135,6+5,52 111,3+4,35 116,2+3,38 75,89+2,71

CE;, € definida como a concentragio necessdria para atingir 50% do efeito maximo. Os valores de CE,, foram calculados através de regressdo ndo linear, e os
resultados estao expressos como média + desvio padrio.
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