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RESUMO: A atividade antioxidante do extrato hidrodlcoolico de folhas de bardana (EEB), das
fracdes acetato de etila (ACE) e hexano (HEX) foi avaliada por meio de testes in vitro. O EEB e
fragdes inibiram a peroxidagao lipidica em homogeneizado de cérebro de rato, com IC, de 0,136
+0,015; 0,218 + 0,049 ¢ 0,628 + 0,092 mg/mL para o EEB, ACE e HEX respectivamente. O EEB,
ACE e HEX apresentaram atividade seqiestrante de radicais DPPH, com IC,, de 0,029 + 0,006;
0,089 + 0,003 e 0,837 + 0,160 mg/mL respectivamente. A capacidade antioxidante total do EEB foi
significativamente maior (p<0,001) que a das fra¢des sendo de 267,20; 55,49 e 50,02 mM de 4cido
ascorbico, respectivamente, para o EEB, ACE e HEX. O EEB apresentou 7,88 £ 0,25 % (m/m) de
compostos fenodlicos, que foi significativamente (p<0,001) diferente das ACE e HEX. Os resultados
indicam que os extratos analisados apresentam atividade antioxidante, sendo que o EEB foi o mais
eficiente. Este ¢ o primeiro trabalho demonstrando a atividade antioxidante de folhas de bardana.

Unitermos: Arctium lappa, Asteraceae, antioxidante, TBARS, DPPH.

ABSTRACT: “In vitro evaluation of the antioxidant activity of the hydroalcoholic extract of
leaves of bardana”. The antioxidant activity of the hydroalcoholic extract of leaves of bardana
(EEB), the ethyl acetate (ACE) and hexane (HEX) fractions were evaluated by in vitro assays. The
EEB and fractions inhibited the lipid peroxidation in rat brain homogenate, with IC_ of 0.136 +
0.015; 0.218 £ 0.049 and 0.628 + 0.092 mg/mL for BEE, EAC and HEX respectively. The EEB,
ACE and HEX presented DPPH radical scavenging-activity, with IC, of 0.029 + 0.006; 0.089
+ 0.003 and 0.837 + 0.160 mg/mL respectively. The total antioxidant capacity of the EEB was
significantly (p<0.001) higher than the fractions, being 267.20; 55.49 and 50.02 mM of ascorbic
acid, respectively for EED, ACE and HEX. The ethanol extract presented 7.88 + 0.25 % (w/w) of
phenolic compounds that was significantly (p<0.001) different from the ACE and HEX fractions.
The results indicate that the analyzed extracts present antioxidant activity, and the EEB was the
most efficient. This is the first report on the antioxidant activity of bardana leaves.

Keywords: Arctium lappa, Asteraceae, antioxidant, TBARS, DPPH.

INTRODUCAO desordens inflamatérias (Lieber, 1994). As raizes sao

utilizadas, popularmente, como diurético e antipirético

A bardana (Arctium lappa Linne) ¢ uma planta
perene, originaria da Europa, pertencente a familia
Asteraceae. Esta planta é conhecida mundialmente
e propaga-se espontanecamente por todo o Brasil.
Caracteriza-se por apresentar folhas grandes e flores
arroxeadas, podendo chegar a 2,5 metros de altura. E
também conhecida como erva-dos-tinhosos, pegamassa,
capricho-de-carneiro e capricho-grande (Holetz et al.,
2002).

No Brasil € cultivada em todo o territorio, tem
crescimento vigoroso, sendo considerada uma espécie
daninha em pomares e terrenos baldios na regido sul.
Antigamente era utilizada em mistura com outras ervas,
para clarear a pele e tem hoje aplicagdes como depurativo
e antiinflamatorio (Holetz et al., 2002). Tem sido cultivada
h& muito tempo no Japdo e Taiwan, onde é consumida
in natura (Morita et al, 1993) e utilizada como bebida
para hipertensdo, gota, arteriosclerose, hepatite e outras
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(Lin et al., 2002). A infusdo das folhas também ¢ utilizada
com a mesma finalidade (Grases et al., 1994).

Trabalhos tém demonstrado que a bardana inibe
a enzima conversora de angiotensina (Barbosa-Filho et
al., 2006). Também, apresenta efeito hepato-protetor na
administracdo cronica de etanol, contra carcindgenos € na
prevencao de tumorigénese, provavelmente por apresentar
lignanas com atividade antioxidante (Morita et al., 1984;
Lin et al., 1996; Lin et al., 2000). Lin et al. (1996)
relataram que A. lappa tem atividade antiinflamatoria
e seqliestrante de radicais livres. Tais efeitos tém sido
atribuidos a alguns compostos predominantes em raizes
e frutos da planta, como lignanas arctigenina (Umehara
et al., 1996) e arctiina (Hirose et al., 2000). Wang e Yang
(1993) relataram também a presenca de daucosterol,
matairesinol e lapaol em raizes e frutos. A importancia
dessa planta levou sua inclusido na Farmacopéia Brasileira
primeira edi¢do (Brandao et al., 2006).
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Os estudos prévios utilizam raizes e frutos de
bardana e ndo ha trabalhos demonstrando se as folhas
de bardana apresentam atividade antioxidante. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo preparar ¢ fracionar
o extrato hidroalcodlico de folhas de bardana para
avaliacdo, in vitro, da sua atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS
Preparo e fracionamento do extrato de bardana

As folhas de bardana (Arctium lappa L.,
Asteraceae), coletadas em julho de 2005, no horto florestal
da Universidade Federal de Lavras, foram secas em estufa
com circulagdo de ar a 30 °C. A seguir, foram utilizadas
100 g de folhas secas para extragdo com etanol, por
percolagdo, empregando-se uma mistura hidroalcdolica a
70% (v/v) (5 vezes de 20 min cada). O material foi filtrado
e o filtrado foi concentrado em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida, a temperatura de até 50 °C, até o
volume final de 100 mL, obtendo-se o extrato etandlico
bruto de bardana (EEB). Uma fragdo hexano (HEX) foi
preparada por parti¢do com n-hexano. A 50 mL de EEB
foi adicionado n-hexano, em funil de separagdo, até a
fase hexanica apresentar-se incolor. A fase hidroalcodlica
resultante do processo anterior foi, entdo, particionada
com acetato de etila em funil de separacdo, até que a
fase acetato de etila se apresentasse incolor, resultando
na fracdo acetato de etila (ACE) (Gegenheimer, 1990).
O EEB e fragdes foram liofilizados. Para a utilizacdo
nos testes de atividade antioxidante, o EEB liofilizado
foi ressuspenso em agua destilada ou solugdo salina e as
fragdes em DMSO a 1% (v/v).

Determinacio in vitro da peroxidacio de lipidios de
cérebro de ratos

A peroxidacdo lipidica foi determinada em
homogeneizado de cérebro de rato, avaliando-se a
formagéo de substancias reativas com acido tiobarbitarico
(TBARS), como descrito por Buege ¢ Aust (1978). Foram
utilizados 15 ratos machos Wistar, com 270 + 20 g, obtidos
no Biotério da UNIFAL-MG. O trabalho esta de acordo
com os principios €éticos na experimentagdo animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao
de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da UNIFAL-
MG, em reunido no dia 8 de margo de 2004.

O homogeneizado de cérebro foi preparado
como descrito por Paula et al. (2005), com modificagdes.
O cérebro foi coletado, pesado ¢ homogeneizado em
3 volumes de PBS 0,1 M, pH 7.4, contendo 3,5-di-
terc-butil-4-hidroxi tolueno (BHT) 0,06% (m/v). Apos
a centrifugagdo da amostra, a 10.000 g, por 15 min, o
sobrenadante foi coletado e a concentragdo de proteinas
das amostras foi determinada pelo método de Peterson
(1977). Aliquotas de homogeneizado contendo 2 mg
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de proteinas foram colocadas em tubos de ensaio
com concentracdes diferentes do EEB e fracdes,
separadamente. O volume das amostras foi completado
para 1 mL com PBS e estas foram incubadas a 37 °C,
por 30 min. A seguir foram adicionados 0,5 mL de 4cido
cloridrico a 25% (v/v) e 0,5 mL de acido tiobarbitarico
a 1% (p/v). A mistura foi aquecida em agua fervente por
15 min e resfriada em banho de gelo por 10 min. Foram
acrescentados 2 mL de butanol e os tubos foram agitados
vigorosamente em vortex. Apos a centrifugacdo a 10.000
g, por 15 min as TBARS foram determinadas por Abs,,,
utilizando-se o malonaldeido (MDA) como padrdo
(e = 1,56. 10° ML, cm). O EEB e fragdes incubados
sem homogeneizado de cérebro foram utilizados como
branco, para cada concentra¢do testada. Os resultados
foram expressos como nmol MDA/mg proteina em cada
amostra. A atividade antioxidante foi calculada como
porcentagem de inibigdo da peroxidacdo de lipideos,
segundo a equagao:
Inibigdo da peroxidagdo lipidica

Cc—Ct
(%) = (————) x 100,
Cc

Onde, Cc ¢ a concentragdo de MDA do
controle, que ndo foi incubado com o EEB e fragdes e
Ct a concentracao nas amostras incubadas com diferentes
concentragdes do EEB e fracdes.

A concentra¢dao do extrato (mg/mL) necessaria
para inibir 50% da peroxidagdo lipidica (IC,) foi
calculada.

Atividade seqiiestrante de radicais DPPH

A atividade seqiiestrante de radicais DPPH (1,1-
difenil-1,2-picril hidrazil) foi determinada de acordo
com o método de Yen e Wu (1999), com modificacdes.
Concentracdes diferentes dos EEB e fracdes foram
adicionadas a 200 pL de solucdo etandlica de DPPH
(0,5 mM) e o volume final foi ajustado para 1 mL. A
preparacdo foi incubada no escuro, sob temperatura
ambiente por 30 min. Decorrido o tempo, a absorbancia
de cada solugdo foi determinada a 517 nm. As atividades
seqiiestrantes de DPPH do EEB e fracdes foram expressas
em porcentagem, segundo a equagao:

Atividade seqiiestrante de DPPH

Ac t
(%) = 100 — [(—————) x 100]
Ac

Onde, Ac ¢ a absorbancia do controle, que ndo
foi incubado com o EEB e fra¢des e At a absorbancia
das amostras incubadas com diferentes concentragdes do
EEB e fragoes.

A concentra¢dao do extrato (mg/mL) necessaria
para atingir 50% de atividade seqiiestrante de radicais
DPPH (IC, ) foi calculada.
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Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada
pelo método do fosfomolibdénio, que se baseia na
determinagdo espectrofotométrica da redu¢do do Mo™
a Mo", com formag8o subseqiiente de fosfato de Mo™,
que apresenta absor¢do maxima a 695 nm (Prieto et al.,
1999). Aliquotas de 0,1 mL dos extratos (10 mg/mL)
dissolvidas em agua destilada (EEB) ou DMSO a 1%
(fracdes) foram combinadas, em tubo eppendorf, com 1
mL da solugdo reagente (acido sulfurico 600 mM, fosfato
de sodio 28 mM e molibdato de amonio 4 mM). Os tubos
foram fechados e incubados a 95 °C por 90 min. Apos
resfriamento, a temperatura ambiente, foi determinada a
absorbancia a 695 nm. Foi utilizado 4cido ascérbico como
padrio e a capacidade antioxidante total foi expressa em
equivalentes de acido ascorbico.

Determinacio de fendlicos totais

A concentragao de fenolicos totais dos extratos foi
determinada como descrito por Woisk e Salatino (1998).
Amostras de 0,1 g do EEB e fragdes foram misturadas
com 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu diluido em 4gua
(1:10). Depois de 8 min, foram adicionados 0,4 mL de
solugdo de carbonato de sodio a 4% (m/v) e os tubos
foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por 2
h. Decorrido o tempo a absorbancia foi determinada a 740
nm. A concentragdo de fenolicos foi calculada utilizando-
se acido galico como padrao.

Analise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizados
representam a média seguida do erro padrio da média
(EPM) e foram comparados por andlise de variancia
pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer,
quando p<0,05.

RESULTADOS
Peroxidacio lipidica em cérebro de ratos

Os resultados mostraram que o EEB e fragdes
diminuiram a formag¢@o de MDA, indicando que houve
inibicdo da peroxidacdo lipidica em cérebro de ratos. A
inibigdo maxima obtida foi de 84,00 % com o EEB; 82,82
% com a fragdo ACE e de 67,74 % com a HEX e a IC, foi
de 0,136 £ 0,015; 0,218 = 0,049 ¢ 0,628 + 0,092 mg/mL,
respectivamente (Figura 1).

Atividade seqiiestrante de radicais DPPH

O EEB ¢ fragdes demonstraram atividade
seqiiestrante de radicais DPPH. O EEB apresentou
atividade significativamente maior que as fragdes
(p<0,05). A atividade maxima para o EEB foi de 90,79

%; para a fragdo ACE foi de 90,05 % e para a HEX foi
de 87,98 % e a IC, foi de 0,029 + 0,006; 0,089 + 0,003 e
0,837 £ 0,160 mg/mL respectivamente (Figura 2).

Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total do extrato foi
significativamente maior (p<0,001) que a das fragdes. A
capacidade antioxidante total do EEB, ACE ¢ HEX foi,
respectivamente, de 267,20; 55,49 ¢ 50,02 mM de acido
ascorbico (Tabela 1).

Fenolicos totais

O EEB apresentou 7,88 = 0,25 % (m/m) de
compostos fenodlicos, que foi significativamente (p<0,001)
diferente das fracdes ACE ¢ HEX (Tabela 1).

DISCUSSAO

Desde o inicio da vida no planeta, a toxicidade
do oxigénio atmosférico tem sido o principal desafio a
sobrevivéncia dos organismos vivos. O O, participa
de reagdes de oxido-redugdo e é o aceptor final de H*
no metabolismo normal de mamiferos. As oxidagdes
bioldgicas geram espécies reativas de oxigénio e radicais
livres que podem provocar lesdes celulares, muitas vezes
irreparaveis. O estresse oxidativo leva a danos a lipideos,
DNA, proteinas e organelas celulares, como mitocondria
e membranas, provocando altera¢des da estrutura e fungdo
celulares, que levam ao desenvolvimento de cancer,
envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares,
degenerativas, neuroldgicas entre outras. A produgdo
continua de radicais livres durante o0s processos
metabdlicos levou ao desenvolvimento de muitos
mecanismos de defesa antioxidante responsaveis pela
inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais
livres nas células (Gouvéa, 2004).

Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem o
acido ascorbico, vitamina E, carotendides, compostos
fendlicos e polifendlicos, além de outros (Bianchi e
Antunes, 1999). A atividade antioxidante de compostos
vegetais pode ser atribuida a varios mecanismos, como
a prevencdo da peroxidagdo lipidica e capacidade
sequéstrante de radicais livres (Kaur; Geetha, 2006).

O extrato aquoso, etandlico e metandlico de
raizes ¢ frutos de bardana tém demonstrado atividade
antioxidante (Lin et al., 1996; Lin et al., 2000; 2002).
Contudo, a atividade antioxidante das folhas ainda nio
esta estabelecida. Neste estudo avaliou-se a atividade
antioxidante do extrato hidroalcodlico de folhas de
bardana (EEB) ¢ fragdes, in vitro, abordagem mais
indicada para verificagdo da atividade antioxidante
potencial de um extrato vegetal.

Nesse trabalho verificou-se que o EEB e fragdes
diminuiram a peroxidagdo lipidica. A lipoperoxidagdo
¢ caracteristicamente uma reagdo em cadeia iniciada
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Figura 1. Porcentagem de inibi¢do da peroxidagdo lipidica em
cérebro de ratos do extrato hidroalcoélico de bardana (EEB), fracdo
acetato de etila (ACE) e fragdo hexano (HEX). A IC, foi de 0,136
+0,015; 0,218 £ 0,049 ¢ 0,628 + 0,092 mg/mL para o EEB, ACE
e HEX respectivamente. Os resultados representam a média + erro
padrdo da média (n=3).
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Figura 2. Atividade seqiiestrante de radicais DPPH do extrato
hidroalcodlico de bardana (EEB), fracdo acetato de etila (ACE) e
fragdo hexano (HEX). A IC,, foi de 0,029 + 0,006; 0,089 + 0,003 ¢
0,837 £ 0,160 mg/mL para o EEB, ACE e HEX respectivamente.
Os resultados representam a média + erro padrao da média (n=3).

Tabela 1. Capacidade antioxidante total e conteudo de compostos fenodlicos do extrato hidroalcodlico de bardana
(EEB), da fragdo acetato de etila (ACE) e fragdo hexano (HEX).

Fracao Capacidade antioxidante total Fendlicos totais
(mM de acido ascorbico) (%, m/m)
EEB 267,2° 7,88 £0,25°
ACE 55,49° 1,02 + 0,05
HEX 50,02° 0,59 + 0,05

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,001) pelo teste de Tukey-Kramer.
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pela abstragdo de um atomo de hidrogénio de um acido
graxo poliinsaturado por um radical livre. A peroxidagéo
lipidica pode formar radicais que propagam a reacdo
peroxidativa e carbonilas toxicas como o malonaldeido,
que ¢ citotoxico e pode lesar o DNA (Esterbauer, 1993).
Assim, o extrato de bardana pode ser um auxiliar na
prevengdo ¢ combate aos danos celulares causados pela
peroxidagdo lipidica.

A avaliagdo da capacidade seqiiestrante de
radicais DPPH mostrou que o EEB e fragdes apresentam
atividade antioxidante, sendo o EEB mais potente. O
mecanismo de reducdo de radicais livres DPPH envolve
a doagdo de hidrogénio. Neste sistema tanto a estrutura
planar como espacial do composto antioxidante ¢
importante. Baseado em dados da literatura é possivel
inferir que a potente atividade antioxidante de extratos
polares é dada pela presenga de substancias com hidroxilas
(Harborne e Williams, 2001; Mensor et al., 2001). Os
resultados deste trabalho indicam que o extrato de folhas
de bardana e fracdes apresentam capacidade para doar
hidrogénio, pois apresentaram atividade seqiiestrante de
DPPH.

Os compostos fenolicos presentes em vegetais
tém recebido consideravel atengo por serem os principais
componentes com atividade antioxidante, embora nao
sejam os unicos. A atividade antioxidante de compostos
fendlicos tem sido atribuida as suas propriedades de
oxido-reducdo, que desempenham importante papel
na adsor¢do ou neutralizagdo de radicais livres (Basile
et al., 2005). O EEB e fragdes apresentam compostos
fenodlicos, o que pode contribuir, pelo menos em parte,
para a atividade antioxidante demonstrada neste estudo.
O contetdo de fendlicos foi maior no EEB, o que pode
contribuir para atividade antioxidante mais potente que
as fragdes. Ainda, a complexagdo do Fe™ a compostos
fendlicos pode reduzir a disponibilidade deste metal
envolvido na rea¢do de Fenton ¢ que participa tanto na
iniciagdo como na propagagdo da peroxidagdo lipidica.
Dessa forma, o conteudo de compostos fendlicos do EEB
pode ter contribuido para o melhor efeito deste extrato na
inibicdo da peroxidagdo lipidica, verificada no presente
trabalho.

Concluindo, o extrato de folhas de bardana
apresenta atividade antioxidante, podendo atuar como
seqiiestrante ou por meio da reducdo de radicais livres
e inibi¢do da peroxidagdo lipidica, o que pode contribuir
para a prevengdo ou redugdo do desenvolvimento de
patologias associadas ao estresse oxidativo. Para que
os dados do presente trabalho sejam confirmados ¢é
importante que seja realizado estudo in vivo com o EEB e
posterior fracionamento do extrato para determinagéo das
substancias ativas.
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