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Resumo

Introducgdo: As plantas com propriedades medicinais sdo utilizadas desde a antiguidade pela populacéo
e apresentam grande importancia na satde. Em fung&o desse aspecto, estudos vém sendo realizados a
fim de comprovar a eficacia do uso da fitoterapia. Os compostos antioxidantes, como os flavonoides,
estdo presentes nas plantas e sdo capazes de inibir a agdo dos radicais livres, evitando o aparecimento de
inimeras patologias. Objetivo: Pensando nisso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade antioxidante e dosar flavonoides equivalentes em quercetina, em extratos obtidos por decocc¢ao
em folhas in natura das espécies de Cymbopogon citratus e Melissa officinalis, visando a quantificar o
teor real consumido pela populacdo ao ingerir o cha caseiro. Metodologia: Avaliar a atividade
antioxidante pelo método sequestrador de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), proposto por
Brand-Williams et al., (1995) e o teor de flavondides totais equivalentes em quecertina (Banov et al.,
2006). Resultados: Observou-se que M. officinalis apresentou maior porcentagem de inibig&o de radicais
livres, de acordo com o0 método de captura do radical DPPH (78,12%; 75,06% e 72,23%) comparado ao
C. citratus (20,90%; 16,86% e 11,43%) para as concentragdes de 1000, 500 e 250 pg/mL
respectivamente. Para o teor de flavonoides M. officinalis apresentou 228ug de flavonoides equivalentes
em quercetina por mg de decocto obtido por folhas frescas enquanto o C. citratus apresentou 251ug.
Conclusdo: Assim, pode-se avaliar as propriedades de M. officinalis e C. citratus ao serem utilizadas na
forma popular, ou seja, em forma de cha, com folhas in natura, na forma de decocto, evidenciando a
importancia do consumo popular dessas plantas.
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Abstract

Introduction: Plants with medicinal properties have been used since remote times by the population and
are of great importance in the health. Due to this aspect, studies have been carried out to prove the
efficacy of phytotherapy. Antioxidant compounds, such as flavonoids, are present in plants and are able
to inhibit the action of free radicals, avoiding the appearance of numerous pathologies. Aim: Thinking
about it, this study aims to evaluate the antioxidant activity and to compare quercetin equivalent
flavonoids found in fresh leaves of the species of Cymbopogon citratus and Melissa officinalis, in order
to quantify the actual content consumed by the population when ingested the homemade tea obtained by
decoction. Methods: Evaluate the free radical scavenging method of DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hidrazila), proposed by Brand-Williams et al., (1995) and the content of total flavonoids equivalents in
guecertina (Banov et al., 2006). Results: It was observed that M. officinalis showed greater inhibition
porcent according to the free radical scavenging DPPH (78,12%; 75,06% and 72,23%) compared to C.
citratus (20,90%; 16,86% and 11,43%) for concentrations of 1000, 500 and 250 pg. ml™ respectively.
For the flavonoid content in M. officinalis 228ug presented in flavonoids quercetin equivalents per mg
decoction obtained from fresh leaves while C. citratus presented 251ug. Conclusions: Thus, one can
evaluate the properties of C. citratus and M. officinalis when used in popular form, or in form of tea
leaves with in nature in the form of decoction, indicating the importance of these plants popular

consumption.

Keywords: Flavonoids; DPPH; antioxidant.

Introducéo

O uso de plantas com finalidade medicinal é uma
préatica bastante utilizada pela populagdo desde a
antiguidade, e em decorréncia disso, had o aumento de
estudos envolvendo plantas medicinais e fitoterapicos
a fim de comprovar sua eficiéncia terapéutica e sua
seguranca (Teixeira e Santos, 2011). Planta medicinal
¢ “qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos,
substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos” (WHO, 1998). Ja os fitoterapicos sdo
medicamentos tecnicamente elaborados e obtidos por
meio de matérias primas das plantas medicinais cuja
seguranca e eficicia sejam baseados em evidéncias
clinicas ou em dados de uso seguro e efetivo
publicados na literatura técnico-cientifica, para os
produtos tradicionais fitoterdpicos (Brasil, 2014). A
diferenca entre planta medicinal e o fitoterapico
consiste na elaboracdo da planta para um medicamento
especifico, o que caracteriza um fitoterapico (Teixeira
e Santos, 2011; Veiga Jr et al., 2005).

No Brasil, foi publicada a Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Satde (SUS), que tem como objetivo
principal incorporar de maneira eficaz a fitoterapia no
SUS, estabelecer acgBes para acesso seguro, Uuso
racional e eficaz de plantas medicinais e fitoterapicos
(Balbino et al., 2010; Brasil, 2006; Teixeira et al.,
2012).

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf pertence a
familia Poaceae, é uma erva originaria da Asia e
largamente distribuida por vaérios paises tropicais,
entre eles o Brasil, onde possui diferentes
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denominacBes de acordo com a regido onde se
encontra: capim-limdo (MG), capim-santo (BA), e
outros como capim-catinga, capim-de-cheiro, capim-
cidréo, capimcidrilho, capim-cidré e capim-ciri (Costa
et al., 2005). Utilizada principalmente na forma de
chd, tem o uso aplicado nas &reas farmacéuticas,
alimenticias, de cosméticos e perfumaria, por causa do
o6leo essencial, cujo principal componente é o citral,
uma mistura dos isdmeros neral (cis-citral) e geranial
(trans-citral) (Costa et al., 2005; Martinazzo et al.,
2010). Com o uso das folhas ja foram confirmadas
atividades sedativa, depressora do sistema nervoso
central, analgésica, antimicrobiana, fungistatica e
alteracGes digestivas como dispepsia e flatuléncia
(Costa et al., 2005; Martinazzo et al., 2010).

Melissa officinalis Lam. é uma planta arbustiva
da familia Lamiaceae que pode atingir de 20 a 80 cm
de altura, com ramificacdo desde a base, seus caules
possuem forma quadrangular, caracteristica marcante
da sua espécie (Colussi et al., 2011). Também
conhecida como erva-cidreira, melissa, anafe, anafa,
cidreira, citronela-meno, é de origem asiatica e
européia e apresenta um sabor de liméao (Silva et al.,
2005; Meira et al., 2012). Essa espécie & usada
popularmente devido as suas propriedades em
controlar crises nervosas, taquicardia, melancolia,
histerismo e ansiedade (Silva et al., 2005). A
composi¢do quimica do 6leo essencial da folha M.
officinalis (0,02-0,3% de peso seco) foi estudado, o
citronelal (2-40%) e citral (mistura de neral e geranial:
10-30% ) séo seus compostos de maior teor,
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seguido por pg-cariofileno, germacreno D, ocimeno e
citronelol (Silva et al., 2005; Meira et al., 2012).

Os antioxidantes sdo compostos que possuem a
capacidade de inibir ou diminuir a acdo dos radicais
livres, evitanto, assim, inimeras patologias causadas
por estes (Morais et al; 2009; Duarte-Almeida et al ;
2006). Os flavonoides sdo um exemplo de compostos
fendlicos com alto poder antioxidante e inUmeras
plantas possuem em sua composicao esse antioxidante
natural (Morais et al; 2009).

Quanto a utilizacdo das plantas medicinais, 0 uso
oral esta associado principalmente a forma de cha,
tanto infuso como decocto, responsavel por 87,3% das
apresentacdes (Monteles e Pinheiro, 2007). Tanto a
Melissa officinalis L. quanto o Cymbopogon citratus
(DC) Stapf apresentam quantidades significativas de
compostos bioativos, 0 que podem comprovar os seus
efeitos terapéuticos, e, portanto, torna-se de grande
importancia a orientacdo da populacdo em relagéo ao
uso da fitoterapia, tendo em vista a composicio
quimica de cada planta e sua utilizacdo adequada (Lins
et al.,2015; Rezende e Cocco, 2002). Assim, essa
pesquisa tem como objetivo avaliar a atividade
antioxidante e o teor de flavonoides totais equivalentes
em quecertina de folhas in natura extraidos por
decocto das espécies de Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf e Melissa officinalis Lam.

Metodologia

Coleta do material vegetal e preparo dos
extratos

As folhas das espécies de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf e Melissa officinalis Lam. (Lamiaceae)
foram coletadas em setembro de 2016, na fazenda
experimental da Faculdade Alis de Bom Despacho,
localizada na Rodovia BR-262, s/n - Zona Rural, Bom
Despacho - MG, 35600-000 e identificadas pela Profa.
N. Lucca Silva. Folhas frescas in natura das duas
espécies foram submetidas a processos de selegdo e
separacgdo, as quais foram pulverizadas em triturador
rotatorio (5g de cada planta), e submetidas a extracéo
por decocto em 100 mL de H,O destilada por 15 min
a fim de se obter um extrato na forma de ch conforme
uso popular. Transferiu-se o extrato para um baldo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com
H,0O destilada obtendo-se assim uma solucdo estoque
50 mg/mL.

Determinagdo da atividade Antioxidante através
do método de sequestro de radicais livres (DPPH)

Para determinacdo da atividade antioxidante foi
utilizado o método de captura do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila, DPPH (Brand-Williams et
al., 1995). Uma solugdo de DPPH (Sigma-Aldrich)
(0,002% pl/v) foi preparada em etanol 80%. As
amostras foram preparadas em triplicata a partir da
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solucdo estoque de cada planta, e diluidas para as
concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL. 750uL das
amostras foram adicionados em tubos de ensaio
juntamente com 1500uL da solugdo de DPPH,
cobertas com papel aluminio e deixadas no escuro a
temperatura ambiente (25 °C). Apds 30 minutos, foi
medida a absorvancia a 517 nm em espectrofotdmetro
de UV-VIS BEL® 1108, utilizando cubetas de vidro,
no laboratério de Quimica Analitica da Faculdade Alis
de Bom Despacho. O branco foi preparado, contendo
750 pL de etanol e 1500 puL de DPPH medida apés o
mesmo periodo no escuro (30 minutos). O método foi
utilizado para as duas amostras das plantas
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf e Melissa
officinalis Lam. O percentual de inibicdo do DPPH (ou
a % da atividade antioxidante) foi calculado pela
seguinte equacdo (Burda; Oleszek, 2001):

% de inibicdo do DPPH =[1 — (Aa/ Ab)] x 100

onde Aa = absorbancia da amostra e Ab =
absorbéncia da solugdo de DPPH.

Curva de calibragéo para o DPPH

Preparou-se uma solucdo de DPPH 0,2% em
etanol. Em seguida foram preparadas dilui¢des dessa
solucdo em triplicata nas concentrac@es de 1, 2, 5, 10
e 20 pg/mL, utilizando baldes volumétricos de 10 mL.
Foram feitas as leituras das absorvancias das solugdes
em 517 nm, utilizando-se etanol como branco,
construindo-se a curva de calibragdo de DPPH (Figura
1).

Determinag¢do da quantidade de flavondides
equivalentes em quercetina

Para a determinacdo da quantidade de
flavonoides totais equivalentes em quercetina
preparou-se uma solugdo com 1900 pL de etanol 50%
acrescentados de 100 pL das solugdes estoque de cada
planta Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf e Melissa
officinalis Lam. e 500 uL de solugdo de AlCls a5 %
(p/v), preparada em bal&o volumétrico de 10 mL. Apés
30 minutos em repouso, a absorbéancia foi lida a 425
nm em espectrofotdmetro UV-VIS (Banov et al.,
2006). Quercetina foi usada como composto de
referéncia para produzir a curva de calibracdo. A
determinacéo foi feita em ftriplicata e o conteido de
flavondides totais foi expresso como pg de
equivalentes de quercetina/g de decocto de planta
fresca.

Curva de calibragdo para flavonoides

Para a preparacdo da curva de calibracdo
utilizou-se uma solucédo estoque de quercetina padréo
(Sigma-Aldrich) 100 pg/mL em solugdo etandlica
50%, preparada em baldo volumétrico de 100 mL. A
partir da solucéo estoque, foram preparadas diluicdes
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em triplicatas nas concentracfes de 1, 3, 5, 8, 10, 12 e
15 pg/mL, que reagiram com 2,0 mL da solugdo de
cloreto de aluminio 5% (p/v), completando-se o
volume com solucdo etandlica 50%, em baldo
volumétrico de 10 mL. Apos agitacdo, aguardou-se 30
min de repouso e realizou-se a leitura das absorbancias
no espectrofotdmetro UV-VIS, em 425 nm. Utilizou-
se como branco o etanol acrescido da solucdo de
cloreto de aluminio 5% (p/v).

Com os dados obtidos construiu-se a curva de
calibracdo de flavonoides totais equivalentes em
quercetina, por meio destes avaliou-se a linearidade,
obtendo-se a equacdo da reta e o coeficiente de
correlacdo linear.

O método foi utilizado para cada uma das duas
amostras das plantas Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf e Melissa officinalis Lam.

Resultado e discussao

Determinagdo da atividade antioxidante total
pela captura do radical livre DPPH

Esse método avalia a capacidade antioxidante
por meio da atividade sequestradora do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). O radical DPPH
possui coloracdo pUrpura, e absorve a um
comprimento de onda maximo de aproximadamente
517 nm (Duarte-Almeida et al., 2006; Rufino et al.,
2007).

Por agdo de um antioxidante, o DPPH é reduzido
e h& uma transferéncia de elétrons, formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracéo

amarela, e acontece a diminuicdo da absorcdo, assim
identificada pelo decréscimo da absorbancia. A partir
dos resultados obtidos com a absorbancia, determina-
se a porcentagem de atividade antioxidante
(Nascimento et al., 2011; Duarte-Almeida et al.,
2006).

Radicais livres sdo cientificamente comprovados
como causadores do envelhecimento e diversas
doencas, como cancer, doencas neurodegenerativas do
sistema nervoso central, doencas cardiovasculares,
causando danos ao DNA, oxidando células, e
peroxidacdo lipidica. No organismo humano, ha
diversos processos que controlam os radicais livres,
seja por origem enddgena ou por meio da alimentacao.
Assim, destacam-se a vitamina C (acido ascoérbico),
vitamina E e carotenoides, 0s quais possuem carater
antioxidante, e sdo capazes de inativar os radicais
livres antes que estes ataquem as células humanas
(Atoui et al., 2005; Sousa et al., 2007).

A figura 1 apresenta a curva de calibrag¢do para o
DPPH. Os extratos de Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf e Melissa officinalis Lam. foram avaliados
guanto a sua capacidade antioxidante através da
captura de radicais livres (DPPH). Para isso, 0s
resultados foram expressos em percentagem de
inibicdo por captura de radical DPPH (Figura 2), essa
porcentagem é correspondente a quantidade de radical
DPPH sequestrado pelo antioxidante presente nos
constituintes quimicos dos extratos analisados (Brand-
Williams et al; 1995).
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FIGURA 1- Curva de calibragdo DPPH
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A partir da figura 2, observou-se que a Melissa
officinalis Lam. apresentou maior porcentagem de
inibigdo de acordo com o0 método de captura do radical
livre de DPPH comparado ao apresentando para a
melissa os valores de 78,12% + 0,66; 75,06% * 0,49 e
72,23% + 2,00 (porcentagem de inibicdo + desvio
padrdo) e para o capim cidreira os valores de 20,90%
+ 1,14; 16,86% + 0,66 e 11,43% + 1,15 de inibicdo
para as concentragdes de 1000, 500 e 250 pg/mL
respectivamente.

Segundo Silva, Anselmo, et al. (2014) as
espécies Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e Melissa
oficinalis L. sdo consideradas as principais plantas
medicinais de uso popular. Em estudo realizado por
Azevedo, Almeida, et al. (2011) sobre o potencial
antioxidante de Cymbopogon citratus Stapfe Melissa
oficinalis L, preparados por maceragéo a temperatura
ambiente, encontraram para 0 capim cidreira 0s
valores de: 43,85% de atividade antioxidante na
concentragdo de 500ug, 31,18% na concetragdo de
250pg, 26,25% na concentragdo de 125ug, 24,42% na
concentragdo de 50ug, 22,26% na concentragdo de
10ug e 6,13% na concentragdo de Spg. Ja para a
melissa os valores encontrados foram 32,72% de
atividade antioxidante na concentracdo de 500ug,
24,39% mna concetracdo de 250pg, 19,83% na
concentragdo de 125ug, 18,84% na concentragdo de
50pg, 13,75% na concentragdo de 10ug e 7,54% na
concentragdo de Sug. No estudo em questdo, 0S

valores variam portanto, de acordo com a
concentragdo e 0 método de extracéo, ja que Azevedo,
Almeida, et al. (2011) obteve o extrato por maceracgéo
e secagem de solvente, assim como Mimica-Dukic et
al., 2004 e Muzell, 2006, ¢ um método de extracdo
mais eficaz comparado ao decocto e, por ter a
evaporacdo do liquido extrator e secagem, ha maior
concentracdo de metabdlitos extraidos realizado no
estudo. A maceracdo envolve a extracdo da matéria-
prima vegetal em recipiente fechado, durante um
periodo prolongado, podendo chegar a dias e com
renovagdo da liquido extrator (remaceragdo). Ja a
decocgdo, devido a utilizacdo de aquecimento do
liquido extrator chegando a ebulicdo, pode alterar
substancias ativas (Simdes, et al., 2010). Além disso,
considera-se que o processo de concentracdo e
secagem do extrato inicial, eliminando o liquido
extrator, obtém-se um maior teor de substancias
extraidas comparado as analises realizadas em extratos
sem secagem e concentracdo do liquido extrator
(Simdes, et al., 2010). Como o objetivo deste estudo é
avaliar o teor de flavonoides e a atividade antioxidante
em cha na forma de decocto de melissa e capim-
cidreira, ndo foi realizado o processo de secagem do
solvente e concentracdo do extrato, obtendo-se assim
uma porcentagem e teor inferior aos resultados
encontrados na literatura.
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FIGURA 2- Percentual de captura de radical DPPH em Capim cidreira (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf) e Melissa

(Melissa officinalis Lam).

Determinacéo do teor de flavonoides

Os antioxidantes sdo compostos que atuam
inibindo os efeitos causados pelos radicais livres,
estes, considerados substancias reativas e nocivas a
saude, e podem causar inimeras patologias (Morais et
al., 2009; Duarte-Almeida et al., 2006). Varias plantas
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possuem esse poder antioxidante devido & presenca
dos compostos fendlicos em sua composi¢do, como
por exemplo, os flavonoides, retardando assim a
oxidacao de substratos oxidaveis (Morais et al., 2009;
Nascimento et al., 2011).
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Na Figura 3, é possivel observar a curva de
calibracdo utilizada no doseamento de flavonoides
totais. No intervalo de concentragdo 1,0 e 15,0 pg/mL
de quercetina a metodologia analitica apresentou
linearidade de resposta. A equagdo da reta e o
coeficiente de correlagdo linear foram obtidos por

meio do tratamento estatistico da regressdo linear,
utilizando os valores obtidos das absorbancias e das
concentragdes das amostras.
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FIGURA 3- Curva de calibracéo para flavonoides totais equivalentes em quercetina.

A partir da construcdo da curva de calibracdo
para flavonoides totais, obtém-se a equacdo da reta, e
substituindo pelos valores médios das absorbancias de
cada amostra, encontra-se a real concentracdo de
flavonoides totais em cada amostra analisada. Melissa
officinalis Lam. possui 228ug de flavonoides
equivalentes em quercetina por mg de decocto obtido
por folhas frescas. Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf
possui 251ug de flavonoides equivalentes em
quercetina por mg de decocto obtido por folhas
frescas.

Ensaios in vitro do oleo essencial obtido das
folhas de Melissa officinalis L. demonstraram a
presenca de componentes tais como taninos derivados
dos acidos rosmarinicos e caféico, &cidos
triterpendides e flavonoides. Entretanto, existem
outros componentes majoritarios presentes na folha da
Melissa officinalis Lam. como: citronelal (2-40%),
citral (mistura de neral e geranial: 10-30%), B-
cariofileno, germancreno D, ocimeno e citronelol,
sendo compostos com atividade sequestradora de
radicais (Simdes et al., 2010; Lorenzi & Matos, 2002;
Silva et al., 2005; Mimica-Dukic et al., 2004).

Em estudos realizados por Lins, Oliveira, et al.,
2015, foi avaliado o teor de flavonoides totais em
folhas trituradas e processadas por processador
doméstico, foram encontrados valores de 14,08
mg/100g para Melissa oficcinalis L. e de 7,17 mg/100g
para Cymbopogon citratus Stapf. E estudos realizados
com Melissa oficcinalis L. por Vicentino & Menezes
(2007), o resultado encontrado foi 5,73+1,62 para 50
pg/mL. Nos estudos realizados por Azevedo, Almeida,
et al. (2011) encontrou-se o resultado de 18,84 para
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50pg/ml da Melissa officinalis e 24,42 para 50pug/ml
do Cymbopogon citratus  Stapf. Tais resultados
apresentam variacdo de acordo com a concentragédo da
amostra e 0 método extrativo e secagem do solvente,
comparando com os valores obtidos anteriormente
para Melissa officinalis Lam. que possui 228 pg de
flavonoides equivalentes em quercetina por mg de
decocto obtido por folhas frescas e Cymbopogon
citratus (D.C.) Stapf possui 251 pg de flavonoides
equivalentes em quercetina por mg de decocto obtido
por folhas frescas.

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se
em diversas classes de metabdlitos secundarios, como
flavonoides, taninos, fendis simples, &cidos fendlicos,
cumarinas, estilbenos, dentre outros (Sousa et al.,
2007). Existem diversos tipos de antioxidantes, e um
deles s&o os compostos fendlicos, como por exemplo,
os favonoides (Morais et al; 2009). Os flavondides séo
um exemplo de antioxidantes naturais presentes na
maioria das plantas, e atuam diminuindo a velocidade
da oxidagdo, e consequentemente uma menor
incidéncias de patologias adquiridas pelo estresse
oxidativo (Morais et al; 2009; Duarte-Almeida et al ;
2006).

Geralmente, a atividade antioxidante tem sido
correlacionada com a presencga de flavonoides, classe
esta presente nas duas plantas analisadas (Nascimento
et al; 2011). Uma maior porcentagem de inibi¢do de
radicais livres foi observada na Melissa officinalis
Lam. comparado ao Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf. A partir desses resultados, sugere-se a presenca
de outros metabolitos secundarios na melissa que
também exercem o efeito antioxidante, além dos
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flavonoides, necessitando novos estudos a fim de
quantificar e identificar a classe desses metabdlitos.

Conclusao

Foi possivel observar e diferenciar e quantificar
a atividade antioxidante dos extratos de folhas frescas
das espécies de Melissa officinalis Lam e
Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf, através do método
de captura do radical livre DPPH e quantificacdo de
flavonoides totais presente em cada planta. O cha na
forma de decocto da melissa apresentou-se com um
teor de flavonoides equivalentes em quercetina menor
que o capim-cidreira, porém com uma maior atividade
antioxidante. A partir disso, sdo necessarios estudos
adicionais que quantifiquem outras classes de
metabdlitos, além de flavonoides, presentes em ambas
as plantas, para avaliar a capacidade
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nenhuma situacdo de conflito de interesse, tais como
propostas de financiamento, emissdo de pareceres,
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