Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy
17(3): 368-372, Jul./Set. 2007

Recebido em 30/09/06. Aceito em 22/04/07

Composicao quimica e atividade antioxidante do dleo volatil de
Eupatorium polystachyum DC.

Tiago J. T. Souza', Miriam A. Apel', Sérgio Bordignon?, Nelson Ivo Matzenbacher®, José
Angelo S. Zuanazzi', Amélia T. Henriques'*

Artigo

!Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmdcia, UFRGS, Av. Ipiranga 2752,
90610-000, Porto Alegre, RS, Brasil,
2Curso de Ciéncias Bioldgicas, Centro Universitario La Salle, Av. Victor Barreto 2288, 92010-000, Canoas, RS,
Brasil,
3Departamento de Biologia, Faculdade de Biociéncias, PUCRS, Av. Ipiranga 6681, 90619-900, Porto Alegre, RS,
Brasil

RESUMO: Os oleos volateis das folhas e inflorescéncias de FEupatorium polystachyum
DC. (Asteraceae), coletado no Rio Grande do Sul, Brasil, foram caracterizados por CG-EM
e sua atividade antioxidante foi avaliada utilizando-se o método de DPPH. Foram obtidos
rendimentos de 1,6 ¢ 0,9% de 6leo em relagdo as folhas e inflorescéncias frescas, sendo
identificados 34 compostos, correspondendo a 99,1 e 99,5% do o6leo volatil, respectivamente.
Os oleos apresentaram exclusivamente compostos terpénicos, sendo que as folhas contém
grande quantidade de monoterpenos (66,4%) enquanto que as inflorescéncias apresentaram
quantidades equivalentes de mono e sesquiterpenos (51,8 e 47,7%, respectivamente). As amostras
apresentaram-se qualitativamente muito semelhantes sendo constituidas majoritariamente por: -
pineno (14,7 € 9,8%), B-mirceno (15,3 e 10,8%) e limoneno (22,8 e 20,5%) entre os monoterpenos
e B-cariofileno (10,4 e 15,4%), germacreno D (7,2 e 9,4%) e biciclogermacreno (12,0 e 19,2%)
entre os sesquiterpenos. As diferencas entre as amostras foram basicamente quantitativas. Os
6leos apresentaram atividade antioxidante pelo ensaio com DPPH por bioautografia na dilui¢do
de 1:10 em éter etilico (v/v).

Unitermos: Eupatorium polystachyum, dleos volateis, atividade antioxidante, DPPH.

ABSTRACT: “Chemical composition and antioxidant activity of the volatile oil from
Eupatorium polystachyum DC”. The essential oil obtained from leaves and flowers of
Eupatorium polystachyum DC. (Asteraceae) collected in Rio Grande do Sul State, Brazil, was
characterized by GC-MS and its antioxidant activity was assessed by DPPH assay. The yield of
essential oil, relative to fresh material, was 1.6 and 0.9% for leaves and flowers, respectively.
Both oils are constituted exclusively by terpenic compounds. Leaf oil contains great quantity of
monoterpenes (66.4%); on the other hand, inflorescence oil contains comparable quantities of
mono- and sesquiterpenes (51.8 and 47.7%, respectively). The same compounds are majority in
both oils: B-pinene (14.7 and 9.8%), B-myrcene (15.3 and 10.8%) and limonene (22.8 and 20.5%)
among monoterpenes and p-caryophyllene (10.4 and 15.4%), germacrene D (7.2 and 9.4%) and
bicyclogermacrene (12.0 and 19.2%) among sesquiterpenes. The oils had antioxidant activity by
DPPH assay in 1:10 dilution in ethyl ether (v/v).

Keywords: Eupatorium polystachyum, essential oils, antioxidant activity, DPPH.

INTRODUCAO

Os dleos volateis de plantas sdo conhecidos
e utilizados desde a Antigiiidade por suas propriedades
bioldgicas, especialmente antibacteriana, antifingica
e antioxidante (Deans; Waterman, 1993). Além disso,
as evidéncias de que alguns compostos antioxidantes
sintéticos largamente utilizados na industria podem
promover o desenvolvimento de células tumorais
(Botterweck et al., 2000) tem levado a um aumento
crescente na procura de similares naturais, dentre
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estes os Oleos volateis constituidos por compostos
terpénicos com importante atividade antioxidante
(Candan et al., 2003; Sacchetti et al., 2005). Aliado a
isso, o grande interesse das industrias farmacéutica,
alimenticia e cosmética na utilizacdo de novos dleos
volateis e a receptividade dos consumidores para
produtos de origem natural transformaram a avaliacao
sistematica desses produtos vegetais em uma ferramenta
muito utilizada na busca de novos compostos com
atividade antioxidante. Tais compostos sdo amplamente
estudados por serem capazes de proteger os sistemas
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biologicos, especialmente membranas lipidicas, dos
danos produzidos pelo estresse oxidativo, considerado
a principal causa do envelhecimento, das doencas
degenerativas e do cancer (Cozzi et al., 1997).

Além dessas doengas, 0s processos
inflamatdrios também envolvem espécies reativas do
oxigeénio, originadas pela ativacdo de leucocitos durante
a degranulagdo. Os 6leos volateis podem atenuar esses
processos através da captura dos radicais hidroxila
gerados (GraPmann et al., 2000). Sendo assim, um
screening de atividade antioxidante também pode
fornecer indicagdes importantes sobre o potencial
antiinflamatorio de um 6leo volatil.

O  género  Eupatorium  (Asteraceae)
compreende aproximadamente 600 espécies, a maioria
delas nativas da América do Sul, das quais mais de 250
sdo nativas do Brasil e 49 foram descritas no Rio Grande
do Sul. A espécie Eupatorium polystachyum DC., se¢do
Subinbricata (DC.) HOFFM., ¢ um arbusto de 1-3 m de
altura, ramoso, de flores brancas, cuja floragao ocorre no
periodo que vai de janeiro a maio. Essa espécie ocorre
no Centro, Sul e Nordeste do Brasil, desde o Piaui até
o Rio Grande do Sul, e em paises vizinhos, como Peru,
Bolivia, Paraguai e Nordeste da Argentina. Baccharis
crenulata Spreng. e Raulinoreitzia crenulata (Spreng.)
R.M. King & H. Rob. s@o considerados seus sindnimos
botanicos (Matzenbacher, 1979).

Muitas espécies do género Eupatorium ja
foram avaliadas quanto aos seus componentes quimicos
volateis e atividades bioldgicas, (Albuquerque et al.,
2001; Albuquerque et al., 2004; Ding et al., 1994;
Habtemariam; MacPherson, 2000; Mongelli et al.,
1996; Mongelli et al., 2000; Paolini et al., 2005; Sharma
et al., 1998; Souza et al., 2005; Souza et al., 2006;
Tori et al., 2001). Os componentes majoritarios dos
6leos volateis das espécies ja estudadas sdo terpenos
hidrocarbonados como a-pineno, B-pineno, limoneno,
sabineno, a-felandreno, germacreno D, [-cariofileno
e biciclogermacreno (Paolini et al., 2005; Maia et al.,
2002); terpenos oxigenados como espatulenol e globulol
(Maia et al., 2002), além de cromenos (Albuquerque et
al., 2004), também sdo descritos para o género ¢ sdo
apontados como componentes majoritarios em algumas
espécies. Igualmente tém sido relatadas variagdes
decorrentes da coleta em diferentes locais para algumas
espécies.

Diversos ensaios foram desenvolvidos para
screening de atividade antioxidante de extratos vegetais.
Os mais utilizados sdo o ABTS (acido 2,2’-azinobis-(3-
etil-benzotiazolino-6-sulfonico)), DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila), reducdo do ion férrico (FRAP) e
capacidade de absor¢do de radical oxigénio (ORAC)
(Leon; Shui, 2002; Thaipong et al., 2006). Como
alguns desses ensaios possuem mecanismos diferentes,
sua resposta depende do tipo e da relagdo oxidante/
antioxidante utilizados. O ensaio de descoloragdo do
radical DPPH" em que ocorre captura de ¢ radicais

formag¢do de DPPH-H ¢ bastante robusto e independe
da polaridade do extrato para exercer sua atividade, ja
tendo sido utilizado no screening de outras espécies
de Eupatorium e no ensaio de atividade antioxidante
de diversos 6leos volateis de utilizagdo medicinal e
alimenticia (Parejo et al., 2003; El-Massry et al., 2002).

Considerando a possibilidade de identificar
substancias com potente atividade bioldgica, o objetivo
deste trabalho foi identificar a composi¢do quimica
do ¢6leo volatil das folhas e das inflorescéncias de E.
polystachyum DC., e avaliar o seu potencial antioxidante
pelo ensaio de captura de radicais DPPH. Este estudo
faz parte de uma investigacdo sistematica de espécies
brasileiras do género Fupatorium.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal foi coletado durante a
floracdo da espécie E. polystachyum em Sdo Francisco
de Paula, regido serrana do Rio Grande do Sul, Brasil,
em abril de 2005. Uma exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(ICN) (Bordignon 3095).

Extracao do dleo volatil

Os o6leos volateis foram obtidos das folhas
e inflorescéncias, separadamente, por hidrodestilagdo
durante 4 horas, utilizando um aparelho tipo-Clevenger.
O rendimento do 6leo volatil foi calculado em fungéo
do volume de 6leo obtido e do peso de material vegetal
fresco. Para a analise, os 0leos volateis obtidos foram
diluidos em éter etilico na razéo de 2:100 (v/v).

Analise do oleo volatil

A analise em CG foi realizada em um
cromatografo Shimadzu GC17-A equipado com detector
de ionizagdo em chama (DIC), usando coluna capilar
de silica fundida DB-5 (25 m x 0,25 mm d.i., 0,25 uM
de espessura do filme). Foi utilizado Hélio como gas
carreador, a um fluxo de 1,0 mL/min e pressdo de 80
kPa. A temperatura do forno foi programada de 60° a
300° a 3 °C/min. As temperaturas do injetor ¢ do detector
foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente. A razdo de
fluxo do injetor foi de 1:20. Nitrogénio, ar sintético e
hidrogénio foram utilizados como gases auxiliares,
na razdo de 1:1:10, respectivamente. A composicao
percentual foi obtida por integracdo eletronica pela
técnica de normalizagdo utilizando software CR10
(Shimadzu).

A analise por Cromatografia a Gas -
Espectrometria de Massa (CG-EM) foi realizada em um
sistema Shimadzu QP-5000-Quadrupole MS, operando
com energia de ionizag@o de 70 eV. Foi utilizada coluna

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
17(3): Jul./Set. 2007

369



Tiago J. T. Souza, Miriam A. Apel, Sérgio Bordignon, Nelson Ivo Matzenbacher, Jos¢ Angelo S. Zuanazzi, Amélia T. Henriques

capilar de silica fundida DB-5 (25 m x 0,25 mm d.i., 0,25
uM de espessura do filme); Hélio como gas carreador,
fluxo de 1 mL/min com split. As temperaturas do injetor
e do detector foram de 220 °C e 250 °C, respectivamente.
A temperatura da coluna foi programada de 60 °C a 300
°C a 3 °C/min, e os espectros de massa foram obtidos de
30 a 400 m/z.

A identificagdo dos componentes dos 6leos foi
realizada por comparagdo de seus espectros de massa,
bem como de seus indices de retengdo (IR), calculados
utilizando-se como padrdes uma série homodloga de
hidrocarbonetos C8 a C22, com dados da espectroteca
NIST (National Institute of Standards and Technology)
ou com dados espectrais da literatura (Adams, 2001,
Apel et al., 2005, 2006).

Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de cada 6leo volatil
foi avaliada em cromatoplacas de cromatografia em
camada delgada, com gel de silica, utilizando DPPH
(2,2’-difenil-1-picrilhidrazila) como reagente. Foram
preparadas trés diluicdes do o6leo em éter -etilico,
nas propor¢des de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v). Como
substancia de referéncia foi utilizada a quercetina
dissolvida em metanol (1 mg/mL). Foram aplicados
10 pL de cada dilui¢do dos 6leos ¢ da substancia de
referéncia sobre a cromatoplaca. Apds evaporagdo do
solvente a placa foi nebulizada com a solugdo de DPPH.
Apds 30 min foi realizada a leitura da placa, em que
halos brancos ou amarelados no ponto de aplicacéo,
sobre o fundo violeta, sdo considerados positivos.
O ensaio avaliou a capacidade do 6leo de prevenir a
oxidac¢do do DPPH (Cavin et al., 1998).

RESULTADOS

Os oleos volateis foram obtidos por
hidrodestilagdo das folhas ¢ inflorescéncias de E.
polystachyum com rendimento de 1,6 ¢ 1,9% em relagdo
peso de material fresco utilizado, respectivamente.
Pela analise em CG-EM foi possivel identificar 34
componentes, correspondendo a 99,1 ¢ 99,5% do dleo
volatil. No o6leo das folhas foi caracterizada grande
quantidade de monoterpenos (66,4%) enquanto no
6leo das inflorescéncias observaram-se quantidades
equivalentes de mono e sesquiterpenos (51,8 ¢ 47,7%).

Os mesmos compostos sdo majoritarios
em ambas as amostras (folhas e inflorescéncias,
respectivamente): B-pineno (14,7 ¢ 9,8%), f-mirceno
(15,3 e 10,8%) e limoneno (22,8 e 20,5%) entre
os monoterpenos ¢ P-cariofileno (10,4 e 15,4%),
germacreno D (7,2 ¢ 9,4%) e biciclogermacreno (12,0
e 19,2%) entre os sesquiterpenos (Tabela 1). O ensaio
de atividade antioxidante frente ao radical DPPH" em
placas cromatograficas de gel de silica revelou atividade
de captura de radicais livres na diluigdo de 1:10 (v/v).
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DISCUSSAO

Oleos volateis sdo metabolitos vegetais
secundarios produzidos pelas plantas por outras
necessidades que ndo a de nutri¢do, por exemplo, para a
atracdo e repeléncia de insetos e agdo alelopatica. A sua
produgdo estd integrada a fisiologia de toda a planta, por
isso sua composi¢do e quantidade dependem das enzimas
especificas que catalisam a producdo de compostos
volateis em um 6rgdo, do estagio de desenvolvimento
e de estresses abidticos, como a salinidade do solo, a
umidade e a temperatura (Sangwan et al., 2001).

O odleo volatil de E. polystachyum é composto
exclusivamente por derivados mono- e sesquiterpénicos,
nao tendo sido identificados compostos volateis de outras
rotas metabdlicas, como os derivados fenilpropandides
e compostos alifaticos. Também ndo foram identificados
cromenos, substancias comuns em algumas espécies de
Eupatorium, e sesquiterpenos furdnicos, caracteristicos
de E. laevigatum (se¢do Cylindrocephala). A
composi¢do quimica dos o6leos analisados ndo diferiu
significativamente da composi¢ao ja relatada para
outras espécies do género, apesar de seu rendimento ser
maior.

Os seis compostos majoritdrios que
caracterizam o 6leo das folhas e das inflorescéncias
foram os mesmos (B-pineno, P-mirceno, limoneno,
B-cariofileno, biciclogermacreno e germacreno D),
havendo apenas diferengas quantitativas entre eles.
Alguns destes compostos apresentam interessantes
atividades bioldgicas, como o limoneno e o germacreno
D funcionam que funcionam como sinalizadores
fundamentais no relacionamento de plantas e insetos
(Petrakis et al.,, 2005). Ensaios farmacoldgicos
demonstraram acdo anestésica para o P-cariofileno
(Ghelardini et al., 2001), e analgésica para o -mirceno
(Lorenzetti et al., 1991). B-pineno possui agdo anti-
séptica e antimicrobiana. Além disso, todos os compostos
identificados como majoritarios no 6leo volatil de E.
polystachyum possuem aplicacdo como precursores
quimicos para a semissintese de compostos volateis
com atividade biologica.

Muitos compostos de origem vegetal
possuem potente atividade antioxidante. Recentemente
foi comprovada a acdo provedora de termotolerancia,
fotoprotetora e antioxidante de monoterpenos de
plantas, relacionadas especialmente a sua capacidade
de captar radicais de oxigénio oriundos do processo
fotossintético (Pefiuelas; Llusia, 2002; Pefuelas;
Munné-Bosch, 2005). O ensaio com DPPH" demonstrou
que na diluicdo de 1:10 em éter etilico (v/v) tanto o
6leo volatil das folhas coma das inflorescéncias de E.
polystachyum ¢ capaz de capturar os radicais existentes,
neutralizando-os. Pelo resultado obtido e considerando
a similaridade na composi¢do quimica da cada oleo,
observa-se que a diferenga quantitativa existente
entre os principais constituintes da cada amostra ndo
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Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo volatil das folhas e inflorescéncias de Eupatorium polystachyum DC.

Composto IR F?(}/lz )a s Ir(l(f/l:))r' Composto IR F(()(}/}: ;1 s hzg)c;r
santolinatrieno 901 0,3 0,7 B-elemeno 1380 0,1 0,2
a-tujeno 919 0,3 0,1 [-cariofileno 1406 10,4 15,4
a-pineno 926 5,8 3,0 aromadendreno 1424 0,4 0,2
sabineno 965 3,8 2,3 o-humuleno 1438 0,6 0,8
B-pineno 969 14,7 9,8 y-muuroleno 1464 tr

B-mirceno 986 15,3 10,8 germacreno D 1465 7,2 9,4
8-2-careno 994 0,4 0,9 biciclogermacreno 1481 12,0 19,2
o-felandreno 998 0,1 0,2 o-muuroleno 1485 tr 0,3
a-terpineno 1010 0,1 tr germacreno A 1488 0,2 0,5
p-cimeno 1017 0,4 0,5 y-cadineno 1497 0,2

limoneno 1024 22,8 20,5 8-cadineno 1508 0,9 1,0
(Z)-B-ocimeno 1031 0,3 0,5 espatulenol 1568 0,4 0,5
(E)-B-ocimeno 1041 1,7 2,5 oxido de cariofileno 1573 tr

y-terpineno 1051 0,2 tr oxido de humuleno I 1584 0,3 0,2
terpinoleno 1081 tr tr

terpinen-4-ol 1168 0,2 tr MTH 66,2 51,8
a-terpineol 1183 tr MTO 0,2 0
acetato de nerila 1354 tr tr STH 31,0 47,0
o-copaeno 1364 tr STO 0,7 0,7
B-bourboneno 1372 tr Total 98,1 99,5

IR = Indice de retencéo; Inflor. = Inflorescéncias; MTH = Monoterpenos hidrocarbonados, MTO = Monoterpenos oxigenados; STH
= Sesquiterpenos hidrocarbonados; STO = Sesquiterpenos oxigenados.

influenciou na resposta da inibicdo frente ao DPPH.
Mesmo as amostras apresentado 0s mesmos compostos
majoritarios ndo € possivel inferir com precisdo que
sejam estes os responsaveis pela acdo observada, pois
o efeito antioxidante dos Oleos volateis, muitas vezes,
decorre do sinergismo existe entre as substincias
(Candan et al., 2003).

CONCLUSAO

O oleo volatil das folhas e inflorescéncias de
E. polystachyum DC. foi analisado pela primeira vez.
Foram identificados 34 componentes, contabilizando
99,1-99,5 % do total. O dleo apresentou atividade
antioxidante pelo ensaio de captura de radicais DPPH".
Estudos posteriores poderao incluir a identificagdo do(s)
composto(s) responsavel(is) por essa agdo, bem como a
avaliacdo do potencial antiinflamatdrio desses 6leos.
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