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Resumo

A familia Malvaceae, constituida por mais de 100 géneros, totaliza
2500 espécies. Dentre os géneros destacam-se: Hibiscus (300), Sida
(200) e Pavonia (150). No Brasil, as folhas da espécie Pavonia varians
sdo utilizadas para combater infeccées do aparelho digestivo, bem
como inflamagdes de boca e garganta, tendo sido comprovado que
este género é rico em alcaldides e saponinas. Atualmente, a familia
Brassicaceae, compreende aproximadamente 4000 espécies distribui-
das em 400 géneros, tendo resultado em funcdo da fusdo com a fami-
lia Capparaceae, em um aumento significativo. Como exemplo, desta-
ca-se a espécie medicinal Cleome spinosa Jacq. (rica em flavondides)
classificada até recentemente, como pertencente a familia Cappara-
ceae, tendo sido confirmado que pertence a familia Brassicaceae. A
atividade antioxidante dos extratos hidroalcoélicos de Pavonia varians
(PV) e Cleome spinosa (CS) solubilizados em DMSO e MeOH (respecti-
vamente), bem como em sistemas microemulsionados (SME), foi ava-
liada frente ao radical livre DPPH. Dois diferentes tipos de sistemas
SME foram utilizados contendo uma mistura dos tensoativos Tween
80 e Span 20 (3:1), miristato de isopropila (IPM) como fase organica
e agua bidestilada (sistema SME-4, isento de cotensoativo) e ainda,
adicdo de etanol como cotensoativo, para o sistema SME-1. Compara-
tivamente, evidenciou-se para ambas as espécie Pavonia varians [CE,
= 114 ug/mL (SME-1) e 246 pg/mL (SME-4)] e Cleome spinosa [CE,;
224 pg/mL (SME-1) e CE,: 248 ug/mL (SME-4)], melhor eficacia para
o sistema SME-1. A atividade antioxidante do extrato de P. varians foi
significativo em ambos os sistemas SME-1 e SME-4, sendo duas vezes
melhor para o sistema SME-1. Em relacdo aos sistemas encapsulado-
res SME-1 e SME-4 nao foi observada interferéncia significativa destes
sistemas, nos resultados observados para a atividade antioxidante de
P. varians e C. spinosa.

25



Artigo Original/Original Article

Abstract

The family Malvaceae includes some 2500 species,
owing over 100 genera, in which Hibiscus (300),
Sida (200) and Pavonia (150) are the largest ones.
The latter showed to be rich in alkaloids and sapo-
nines constituints. Leaves of the specie Pavonia va-
rians are used to treat infections diseases in Brazil.
The fusion of the families Brassicacea and Cappara-
ceae resulted in 4000 species including 400 gene-
ra. That may be exemplified by the species Cleome
spinosa Jacq. (rich source of fwlavonoids), that was
previously classified as Capparaceae and being sited
now as Brassicaceae. The antioxidant activity of the
polar extracts of both Pavonia varians (PV) and Cle-
ome spinosa (CS) were evaluated in DPPH-method.
The antioxidant potential of those extracts was also
evaluated in microemultions systems (SME), as a
medium to improve the dissolution parameters for
testing those plants extracts. SME were performed
by using a mixture of Tween 80 and Span 20 (3:1)
as surfactant, isopropyl myristate as oil phase, and
bi-distilled water consisting on two distinct compo-
sitions (SME-1 and SME-4). Ethanol was included as
cosurfactant to one of these systems (SME-1); the
other was maintained ethanol-free (SME-4). The
microemulsions systems assayed do not caused any
significant interference in the antioxidant activity
results evidenced for Pavonia varians [CE,, = 114
pg/mL (SME-1) e 246 pg/mL (SME-4)] e Cleome spi-
nosa [CE,: 224 pg/mL (SME-1) e CE,;: 248 pg/mL
(SME-4)], being P. varians more effective in SME-1.

Introducao

A familia Malvaceae se encontra distribuida em
todo o mundo, e dentre 0s seus géneros mais nu-
merosos destacam-se: Hibiscus (300), Sida (200),
Pavonia (150), Abutilon (100), Nototriche (100),
Cristaria (75) e Gossypiun (40) (SILVA, 2006). Varios
estudos farmacolégicos, orientados pelo uso etno-
botanico, tém sido realizados com espécies desta
familia. No entanto, o levantamento bibliografico
da espécie Pavonia varians Moric (sinonimia: Pavo-
nia cardiosepala Turcz), realizado entre os anos de
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1950 e 2007, ndo acusou trabalho quimico ou far-
macoldgico realizado com esta planta, que também
é conhecida pelos seguintes nomes vulgares: cabe-
¢a-de-boi, malva-grossa e malva-folha-de-figo. A
familia Capparaceae, amplamente reconhecida por
estar relacionada com a familia Brassicaceae, vem
sendo questionada em funcdo de muitas espécies
terem sido erroneamente classificadas. Resultados
recentes baseados em dados de DNA desenvolvi-
dos em cloroplastos, permitiram comprovar a filo-
genia de Brassicaceae e Capparaceae. Estes estudos
foram realizados tendo como base os critérios de
monofilia (habitat, folhas, flores, estames e frutos)
e permitiram o reconhecimento de ambas em uma
so familia (Brassicaceae) (HALL et al., 2002). A reali-
zacao de andlises filogenéticas, utilizando-se dados
de morfologia e dados moleculares, indicou que al-
gumas espécies do género Cleome mostravam-se
intimamente relacionadas com a familia Brassica-
ceae, de modo que nao havia certeza absoluta so-
bre a definicdo correta da familia (RODMAN et al.,
1998). A espécie Cleome spinosa Jacg. (Mussambé
Branco e Mussambé de Espinhos), por exemplo,
antes classificada como Capparaceae (RODMAN et
al., 1998), foi atualmente definida como pertence-
te a familia Brassicaceae (HALL et al., 2002).

Em funcdo do estudo etnobotanico de Cleome
spinosa Jacq e Pavonia varians Moric ter revelado
importancia significativa destas espécies na medi-
cina tradicional, o presente trabalho avaliou o po-
tencial antioxidante de ambas estas espécies que,
apesar de serem de familias diferentes, apresentam
perfil quimico semelhante para os géneros. O es-
tresse oxidativo induzido por radicais livres, é um
dos fatores primarios no desenvolvimento de do-
encas degenerativas. A capacidade dos flavonoides
e polifendis de seqliestrarem radicais livres, por
exemplo, intensifica o interesse em espécies vege-
tais com propriedades antioxidantes. Atualmente,
avalia-se o potencial antioxidativo de extratos ve-
getais solubilizados em nanosistemas do tipo mi-
croemulsdao (GOMES et al., 2006; 2007; MACIEL
et al, 2006). As microemulsées (ME) sao constitu-
idas por dois liquidos imisciveis (usualmente agua
e 6leo), termodinamicamente estaveis, isotropicos
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e transparentes (GOMES et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2004). Neste trabalho a atividade antioxidan-
te dos extratos hidroalcodlicos de Pavonia varians
(PV) e Cleome spinosa (CS) solubilizados em MeOH,
bem como em sistemas microemulsionados (SME),
foi avaliada frente ao radical livre 2,2-difenil-picril-
hidrazila (DPPH).

Material e Métodos

As partes aéreas de Pavonia varians e Cleome spi-
nosa foram coletadas em Pitangi (RN) e a identifi-
cacdo botanica das espécies foi realizada pela es-
pecialista Maria das Dores Melo. As exsicatas (No.
00325, Pavonia varians e No. 00276, Cleome spi-
nosa) foram preparadas e depositadas no herbario
da Universidade Potiguar (Rio Grande do Norte).
O material vegetal (3,4 kg de Pavonia varians; 2,7
kg de Cleome spinosa) foi moido e submetido a
extragao via percolagao, com MeOH/H,0 (7:3). Os
extratos hidroalcodlicos obtidos (184,7 g e 126,0
g, respectivamente) foram submetidos a um proce-
dimento analitico, segundo metodologia ja descrita
(MATOS, 1997), para a avaliacdo do perfil quimico
de ambas as espécies.

As microemulsdes (SME-1 e SME-4) foram prepara-
das de acordo com metodologia previamente divul-
gada (GOMES et al.,, 2006), utilizando-se a mistura
Tween 80 e Span 20 (3:1) como tensoativo, miris-
tato de isopropila (IPM) como 6leo (fase organica) e
agua bidestilada. Em apenas um dos sistemas tes-
tados (SME-1) foi utilizado etanol como cotensoa-
tivo na razdo C/T = 1. Os diagramas de fase foram
obtidos a partir da titulagdo com agua bidestilada
e fase oleosa (quando necessario) de misturas pré-
determinadas contendo tensoativo/cotensoativo
(GOMES et al., 2006). Os extratos hidroalcodlicos
de Pavonia varians (PV) e de Cleome spinosa (CS)
foram solubilizados nos sistemas microemulsiona-
dos SME-1 (35% etanol/tween 80/Span 20; 60%
agua bidestilada; 5% miristato de isopropila) e
SME-4 (30% tween 80/Span 20; 5% agua bidesti-
lada; 65% miristato de isopropila). A avaliagao da
atividade antioxidante foi realizada via estabilizacao
do radical 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH) (MEN-
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SOR et al., 2001). Foram preparadas solucbes-esto-
que de cada extrato na concentracao de 1 mg/mL
(extrato/SME). O ensaio foi realizado em micropla-
cas de 96 pocos, nas quais foram feitas 6 diluicoes
sucessivas das amostras a partir da concentracao de
710 png/mL, sendo adicionado posteriormente, uma
solucdo de 0,3 mM de DPPH. Apés 30 minutos no
escuro, a leitura da absorbancia (abs.) foi realizada
em 490nm, em leitora Elisa a 490 nm. Foram reali-
zados 4 ensaios independentes, todos em triplica-
ta. O percentual antioxidante (%AA) foi calculado
a partir da equacao: %AA= 100 - [(Aa — Ab)/ Ac x
100], onde: Aa = abs. da amostra com DPPH; Ab
= abs. do branco e Ac = abs. do controle. Os va-
lores de CE, (concentracao efetiva que sequestra
50% do DPPH) foram determinados por regressao
linear.

Resultados e Discussao

No Brasil, as folhas e raizes de Cleome spinosa Jacq.
sao utilizadas na medicina tradicional, onde as fo-
Ihas apds maceragao sao aplicadas sobre a pele e
agem como rubefacientes. Em infusao, estimulam
o aparelho digestivo e exercem funcao gastroprote-
tora; e sdo eficazes também no combate da leucor-
réia. Externamente, utiliza-se o suco das folhas para
a reducao de otites supuradas e as raizes sao efi-
cazes no tratamento de bronquites asmaticas. No
género Cleome destacam-se as seguintes classes de
metabdlitos especiais: alcaldides (DELAVEAU et al.
1973); flavonoides (NASSAR et al, 2003; SHARAF
et al., 1997); fenoxicumarina (RAMACHANDRAN,
1979); diterpenos cembranos (COLLINS et al,
2004); cumarina ligndides (ANIL et al. 1985); es-
teréides glicosilados; triterpenos damaranos e sais
de amoénio quaternarios (AHMED et al.,, 2001; Mc
LEAN et al., 1996). As seguintes classes de metabo-
litos especiais foram encontradas na familia Brassi-
caceae: flavonoides (PELOTTO et al., 1998; SHARAF
et al. 2000); alcaldides (DELAVEAU et al, 1973;
AHMAD et al., 1992); glicosinolatos (MATTHAUS;
LUFTMANN, 2000; MATTHAUS; OZCAN, 2002);
glicosideos inddlicos (CALIS et al., 1999; 2002); sais
amoénio quartendrios (inclusive betainas) (Mc LEAN
et al., 1996; SARRAGIOTTO et al., 2004); oxindois
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(DEKKER et al., 1987) e triterpenos do tipo lupano
(ABDEL-MOGIB, 1999).

O levantamento bibliografico de Cleome spinosa
Jacq. (1950 até 2005) revelou apenas um estudo
fitoquimico com isolamento de cembranos e flavo-
ndides (COLLINS et al., 2004). Para a familia Malva-
ceae, destacam-se os seguintes estudos cientificos:
estudos etnobotanico (KINGSTON et al, 2007) e
farmacoldgico (SATYA et al. 2005) de Pavonia odo-
rata; fitoquimico (alcaldides e saponinas) de Pavo-
nia fruticos (CORDOBA et al., 1995) e etnobotéanico
(tratamento de diabetes) de Pavonia schiedeana
(CETTO, 2005).

No Brasil, as folhas de Pavonia varians Moric sao uti-
lizadas para combater infeccoes do aparelho diges-
tivo, bem como inflamag¢des de boca e garganta. As
seguintes classes de metabdlitos foram encontradas
na familia Malvaceae: alcaldides (CORDOBA et al.,
1995); betainas (Mc NEIL et al.,1999); diterpenos,
esterdides, flavonodides e saponinas (CORDOBA et
al., 1995; SILVA et al., 2006).

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a ati-
vidade antioxidante do extrato hidroalcodlico de
P. varians e de C. spinosa na sua forma livre, bem
como encapsulado em sistemas microemulsiona-
dos. Para tanto, utilizaram-se os sistemas microe-
mulsionados SME-1 e SME-4 previamente obtidos
(GOMES et al., 2006). A utilizacdo do alcool (EtOH)
como cotensoativo no sistema SME-1 foi considera-
do como um componente adicional nao téxico em
funcdo da baixa concentracdo (17,5%), que favo-
rece o uso desta formulacdo para solubilizacdo de
substancias hidrofilicas, ja que consiste em um sis-
tema microemulsionado com regido rica em agua
(GOMES et al., 2006). Microemulsées sao sistemas
coloidais termodinamicamente estaveis e optica-
mente isotrépicos contendo agua, 6leo, tensoativo
e, frequentemente, um cotensoativo (GOMES et
al., 2006). Estes sistemas foram considerados como
sendo nanosistemas encapsuladores eficazes (FLO-
RENCE, 2005; REDDY et al.; 2006) e vém sendo am-
plamente utilizados como sistemas de liberacdo de
farmacos pelo aumento da capacidade de solubili-
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zacdo de substancias hidrofilicas e lipofilicas, bem
como pela reducédo de efeitos adversos (FORMARIZ
et al, 2005; KAWAKAMI et al, 2002; LAWRENCE;
REES, 2000; OLIVEIRA et al., 2004). Recentemen-
te, Reddy et al. (2006) otimizaram o uso do agente
anticancer etoposido pelo seu encapsulamento em
um sistema micelar (microemulsdo contendo o ten-
soativo polisorbato 20).

Avaliacao da Atividade Antioxidante

Os ensaios realizados frente ao DPPH para o extrato
hidroalcodlico de Cleome spinosa (CS) mostraram
que o valor de CE, = 370 ug/mL (r = 0,98) (obtido
pela solubilizacdo deste extrato em MEOH) foi su-
perior aos valores de CE_ obtidos para este extrato
microemulsionado nos sistemas SME-1 e SME-4 (Fi-
gura 1). De acordo com o esperado, evidenciou-se
via captura do radical livre, que o encapsulamento
eleva a eficacia antioxidante de C. spinosa, obten-
do-se os seguintes valores de CE, = 224 ug/mL (r
= 0,97) para CS-SME-1 e 248 pg/mL (r = 0,98) para
CS-SME-4. O extrato hidroalcodlico de PV (soluvel
apenas em DMSO) apresentou valor de CE, acima
de 710 pg/mL, com inibicdo maxima de 37%. No
entanto, a solubilizacdo deste extrato nos sistemas
SME-1 e SME-4 resultou em uma maior atividade
frente ao radical DPPH (CE, = 114 pg/mL para PV-
SME-1 e 246 pg/mL para PV-SME-4) (Figura 2). De
modo geral, os sistemas microemulsionados permi-
tem a incorporacao de varios tipos de compostos
na fase interna oleosa (baixa constante dielétrica),
na regiao interfacial (constante dielétrica interme-
didria entre o 6leo e a dgua) ou na fase externa
aquosa (alta constante dielétrica) (OLIVEIRA et al,,
2004), podendo ser estes, os fatores responsaveis
pelo aumento significativo da atividade antioxi-
dante dos extratos microemulsionados de Cleome
spinosa e Pavonia varians. Metabdlitos ricos em
grupos fendlicos, presentes nestes extratos, uma
vez encapsulados nos sistemas SME-1 e SME-4, po-
dem estar melhor disponibilizados para interagdes
e estabilizacdo do radical DPPH, através da captura
de radicais hidrogénio, ja que se comprovou que
nesses sistemas houve aumento da atividade antio-
xidante dos extratos testados.
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Figura 1 - Eficicia antioxidante de Cleome Spi-
nosa expressa em valores de CE, (ug/mL)

' CS-SME-4
' CS-SME-1

% AA (DPPH)

" Extrato-CS
1775 gg.75 w3 5 -1'3

710 355

ug/mL

Figura 2 - Eficicia antioxidante de Pavonia va-
rians expressa em valores de CE, (ug/mL)

% AA (DPPH)

PV-SME-4
" PV-SME-1

O levantamento bibliogréfico realizado com as es-
pécies Cleome spinosa Jacq. Pavonia varians Moric
revelou a importancia etnobotanica destas espécies
que se encontram pouco exploradas em estudos fi-
tofarmacolégicos. Através da andlise preliminar dos
perfis quimicos [estudo de prospeccao analitica (MA-
TOS, 1997)] foi possivel detectar nos extratos hidro-
alcodlicos obtidos das espécies C. spinosa e P. varians
(coletadas em Pitangi, RN) a possivel presenca dos
seguintes metabolitos especiais: flavonoéides; xanto-
nas; saponinas e leucoantocianidinas. Adicionalmen-
te, um importante diferencial observado consiste na
provavel presenca de alcaléides em C. spinosa, e ta-
ninos em P. varians. O aumento da biodisponibilidade
destas espécies é indiretamente evidenciado com a
solubilizacdo dos seus extratos polares nos sistemas
microemulsionados SME-1 e SME-4, que possibilitou
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a avaliacdo da atividade antioxidante destes extratos.
Melhores eficacias antioxidantes foram obtidas para
ambas as espécies, quando os seus extratos estavam
microemulsionados no sistema SME-1. O percentual
antioxidante do extrato de P. varians foi significativo
em ambos SME, sendo duas vezes melhor para o sis-
tema SME-1 (EC50= 114 pg/mL). Comparativamente,
a espécie P. varians foi mais eficaz na estabilizacdo do
radical livre DPPH, podendo estar correlacionado com
a possivel presenca de taninos nesta espécie.
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