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RESUMO : As plantas medicinais representam uma importante fonte de compostos
bioativos com potencial terapéutico, especialmente através de metabdlitos
secundarios que modulam processos associados ao estresse oxidativo. Nesse contexto,
a espécie Vitex megapotamica, usualmente conhecida como Taruma, pertencente
a familia Lamiaceae e amplamente utilizada na medicina tradicional, destaca-se
por sua composicao rica em compostos fendlicos e flavonoides, reconhecidos por
suas propriedades antioxidantes. O presente estudo teve como objetivo avaliar
in vitro a atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico e das fracdes
hexanica, diclorometanica, n-butandlica e aquosa das folhas de V. megapotamica,
por meio do ensaio de sequestro do radical livre DPPHe. A triagem foi realizada na
concentracao de 200 pg mL™, seguida da determinacdo da concentracdo efetiva
capaz de reduzir 50% do radical (ECs) para as amostras com atividade superior a 50%.
Os resultados demonstraram elevada capacidade antioxidante para o extrato bruto
hidroalcodlico (87,5%) e para as fracdes hexanica (89,8%), diclorometanica (89,1%)
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e aquosa (86,8%), enquanto a fracdo n-butandlica apresentou atividade inferior
(19,2%). As fracdes hexanica e diclorometanica destacaram-se por apresentarem
ECs, inferior a 20 ug mL™, indicando elevada capacidade antioxidante mesmo
em baixas concentragdes, enquanto o extrato bruto apresentou ECso de 31,7 pg
mL™". Esses resultados evidenciam que os compostos bioativos antioxidantes de V.
megapotamica encontram-se distribuidos em fracdes de diferentes polaridades,
sugerindo a presenca de moléculas tanto lipofilicas quanto hidrofilicas com alta
capacidade sequestradora de radicais livres. Dessa forma, a espécie V. megapotamica
constitui uma promissora fonte de agentes antioxidantes, com potencial aplicagdo
farmacéutica e biotecnoldgica.

PALAVRAS-CHAVE: Vitex megapotamica; DPPH; produtos naturais; radicais livres;
estresse oxidativo; flavonoides.

In vitro determination of the antioxidant
activity of Vitex megapotamica through the
DPPH free radical scavenging assay.

ABSTRACT: Medicinal plants represent an important source of bioactive compounds
with therapeutic potential, especially through secondary metabolites that modulate
processes associated with oxidative stress. In this context, the species Vitex
megapotamica, commonly known as Taruma, belonging to the family Lamiaceae
and widely used in traditional medicine, stands out due to its composition rich in
phenolic compounds and flavonoids, which are recognized for their antioxidant
properties. The present study aimed to evaluate in vitro the antioxidant activity
of the crude hydroalcoholic extract and the hexane, dichloromethane, n-butanol,
and aqueous fractions of V. megapotamica leaves using the DPPHe free radical
scavenging assay. The screening was performed at a concentration of 200 pg mL™,
followed by the determination of the effective concentration required to reduce
50% of the radical (ECsp) for samples exhibiting antioxidant activity above 50%.
The results demonstrated high antioxidant capacity for the crude hydroalcoholic
extract (87.5%) and for the hexane (89.8%), dichloromethane (89.1%), and aqueous
(86.8%) fractions, whereas the n-butanol fraction showed lower activity (19.2%). The
hexane and dichloromethane fractions stood out by presenting ECs, values below
20 ug mL™, indicating high antioxidant efficiency even at low concentrations, while
the crude extract exhibited an ECso of 31.7 ug mL™. These findings demonstrate
that the antioxidant bioactive compounds of V. megapotamica are distributed
among fractions of different polarities, suggesting the presence of both lipophilic
and hydrophilic molecules with high free radical scavenging capacity. Thus, V.
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megapotamica constitutes a promising source of antioxidant agents with potential
pharmaceutical and biotechnological applications.

KEYWORDS: Vitex megapotamica; DPPH; natural products; free radicals; oxidative
stress; flavonoids.

INTRODUCAO

As plantas medicinais tém desempenhado papel central na histéria da
humanidade, constituindo um dos mais antigos recursos terapéuticos empregados
na prevencdo e tratamento de doencas. O conhecimento tradicional acumulado
por diferentes povos ao longo dos séculos sustentou o uso de preparados vegetais
destinados a promocédo da salde e ao manejo de sintomas e enfermidades (Rates,
2001). Com o desenvolvimento da ciéncia moderna, essas praticas foram integradas
e expandidas por meio da farmacognosia, etnofarmacologia, quimica de produtos
naturais, quimica medicinal e demais dreas que se dedicam ao estudo dos produtos
naturais bioativos, provenientes de plantas, fungos, organismos marinhos e animais,
investigando suas caracteristicas quimiotaxondmicas, fisico-quimicas, bioquimicas
e farmacoldgicas, bem como suas formas de aplicacdo terapéutica (Dutra; Crivelli;
Fritzen, 2016).

Entre as espécies vegetais de relevancia etnofarmacoldgica, encontra-se Vitex
megapotamica (Spreng.) Moldenke (IPNI, 2025), usualmente conhecida como Taruma
e pertencente a familia Lamiaceae, destaca-se tanto por sua ampla distribuicdo na
América do Sul quanto por sua diversidade fitoquimica. A planta ocorre no Sul do
Brasil, além de regides da Argentina, Paraguai e Uruguai, apresentando caracteristicas
morfoldgicas marcantes, como flores azuladas e frutos oleaginosos semelhantes a
azeitonas, o que explica alguns de seus nomes populares (Brum et al., 2012; Brum
et al., 2013). Tradicionalmente, V. megapotamica é utilizada como agente anti-
inflamatdrio, diurético, hipocolesterolemiante e hipoglicemiante, reforcando seu
potencial terapéutico em diferentes contextos clinicos (Brandt et al., 2009).

A composicao fitoquimica da espécie é rica em metabdlitos secundarios,
especialmente compostos fendlicos e flavonoides, amplamente reconhecidos por
sua capacidade antioxidante (Brum et al., 2013). Além desses, ja foram identificados
taninos, catequinas, flavonois, flavanonas, xantonas, esteroides, triterpenoides e
diversos outros constituintes associados a propriedades farmacoldgicas relevantes
(Brum et al,, 2012). No reino vegetal, esses metabdlitos desempenham func¢des
adaptativas essenciais, mas em organismos humanos apresentam potencial para
modular processos inflamatérios, oxidativos e neurodegenerativos (Dos Santos;
Farias Rodrigues, 2017).
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Entre esses grupos, os flavonoides tém recebido destaque por sua estrutura
quimica caracteristica, composta por anéis aromaticos com duplas ligacdes conjugadas,
que permite a neutralizacdo eficiente de radicais livres e a estabilizacdo de espécies
reativas envolvidas no estresse oxidativo (Dewick, 2009; Machado et al., 2008). Ao
atuarem como antioxidantes, esses compostos sdo capazes de inibir a peroxidarao
lipidica, proteger macromoléculas bioldgicas e contribuir para a integridade celular,
apresentando implicacdes relevantes para a prevencao de doencas cronicas e
neurodegenerativas (Nones, 2010).

Os radicais livres, definidos como moléculas ou dtomos contendo elétrons
desemparelhados, sdo altamente reativos e capazes de desencadear danos
significativos em proteinas, lipidios e DNA quando presentes em excesso (Lima;
Bezerra, 2012). Embora sejam produzidos naturalmente por processos metabdlicos,
desequilibrios entre sua geracdo e os mecanismos de defesa antioxidante podem
resultar em estresse oxidativo exacerbado, condicdo associada ao desenvolvimento
de diversas patologias. Entre as espécies envolvidas estdo as espécies reativas de
oxigénio, nitrogénio e enxofre, que podem existir tanto na forma radicalar quanto
nao radicalar, mas que, em elevadas concentragdes, promovem respostas deletérias
as células e tecidos (Martelli; Nunes, 2014).

Nesse cenario, a busca por compostos naturais capazes de modular o estresse
oxidativo tem se intensificado, destacando os flavonoides como importantes agentes
neutralizadores de radicais como superéxido, hidroxila e hidroperoxil (Lima; Bezerra,
2012). Sua eficacia esta relacionada ndo apenas a estrutura quimica, mas também
a capacidade de realizar quelacdo de metais e de atuar diretamente na captura e
estabilizacdo dessas espécies reativas.

Nesse sentido, a espécie Vitex megapotamica destaca-se como uma espécie
promissora para o desenvolvimento de produtos naturais com potencial antioxidante,
dada sua variabilidade estrutural, constituintes quimicos e dados reportados na
literatura que respaldam as propriedades farmacoldgicas de seus metabdlitos.

METODOLOGIA
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Coleta do material vegetal

As folhas de Vitex megapotamica foram coletadas no primeiro semestre de
2024 pelos integrantes do Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais e Bioatividades
(GPPNBio) da Univel. O material vegetal passou por triagem e foram realizadas
exsicatas para a identificacdo botanica da espécie.
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A porcdo remanescente do material vegetal foi submetida a secagem a
temperatura ambiente, permitindo a posterior trituracdo e obtencao do material
necessario para os procedimentos de extracao.

Obtencao do extrato bruto e fracionamento

Apods a secagem completa, o material vegetal foi triturado, resultando em
986 g de pd de folhas. Esse material foi submetido a maceracdo exaustiva com
solucdo hidroalcodlica (etanol absoluto e dgua destilada, 70% v/v) em recipiente
fechado. Durante um periodo total de trés semanas, a macerac¢do foi conduzida
com renovacado periddica do solvente a cada sete dias. A cada troca de solvente,
realizou-se filtracdo simples, e as solu¢des obtidas foram reunidas para posterior
concentracdo em evaporador rotatorio.

Ao término do processo, o solvente foi removido em rotaevaporador, sob pressao
reduzida a 50 °C, resultando em 82 g de extrato bruto hidroalcodlico, correspondendo
a um rendimento de 8,4% em relacdo ao material vegetal seco utilizado.

Particionamento do extrato de Vitex megapotamica

Para o fracionamento, o extrato bruto foi ressuspendido em agua destilada,
etapa necessaria para permitir a separacao das fracdes por diferencas de polaridade.
Assim, 32,736 g do extrato bruto foram solubilizados em 300 mL de dgua, constituindo
a fase aquosa inicial.

O particionamento foi realizado por extracdo liquido-liquido em funil de
separacao, utilizando solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano
e n-butanol. Para cada solvente, adicionaram-se 100 mL da solu¢do aquosa do
extrato e 100 mL do solvente correspondente, realizando-se sucessivas extracdes até
esgotamento da fase organica. As fases foram separadas, filtradas e concentradas
novamente em rotaevaporador para remocao dos respectivos solventes.

As fragdes obtidas, hexanica, diclorometanica, butandlica e aquosa, foram
entdo armazenadas em frascos ambar e mantidas sob refrigeracao até a realizacdo
dos ensaios bioldgicos.

Determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi determinada por meio do ensaio de sequestro do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), baseado no método descrito por
Moresco et al. (2012), com adaptacdes para leitura em espectrofotometro UV/Vis
Bioplus.
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A mistura reacional foi preparada contendo 60 pL da solucdo do extrato vegetal
ou fracdo (1000 pg mL™"), 100 pL da solucio etandlica de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) a 0,004% e 140 pL de etanol, totalizando 300 pL por ensaio. Para
o controle da amostra (Abs_branco), foram utilizados 240 pL de etanol e 60 pL
da solucdo do extrato ou fracdo, sem adicdo de DPPH. Para o controle positivo
(Abs_controle), foram preparados 100 uL da solucdo de DPPH (0,004%) e 200 uL
de etanol. As misturas foram incubadas a 25 °C, em auséncia de luz por 30 minutos,
e posteriormente submetidas a leitura de absorbancia em espectrofotémetro UV-
Vis (Bioplus) utilizando o comprimento de onda de 517 nm, correspondente ao
maximo de absor¢do do radical DPPH. Todas as amostras, controles e brancos foram
analisados em triplicata.

A atividade antioxidante (%) foi calculada de acordo com a equagéo:

AA (%) — (1 _ Absamastra '"Absbranco) %x 100

Abscontro!e

Fonte: Moresco, HH., et al. (2012).

Abs corresponde a absorbancia da mistura contendo a amostra vegetal

amostra:

e o radical DPPH.

Abs, corresponde a absorbancia da amostra vegetal na auséncia de DPPH
(branco).
Abs_ . corresponde aabsorbancia da solucao de DPPH preparada em etanol,

sem adicdo da amostra (controle).

As amostras que apresentaram atividade antioxidante superior a 50% foram
submetidas ao célculo da concentracao efetiva capaz de reduzir o DPPH em 50%
(ECsp). Para esse calculo, o ensaio descrito anteriormente foi repetido utilizando-
se diferentes concentracdes do extrato ou de suas fragdes (variando de 2,5 a 200
pg mL™).

Foram realizados trés experimentos independentes, cada um conduzido em
triplicata, para as amostras selecionadas. A partir dos valores de atividade antioxidante
obtidos, construiram-se curvas analiticas e aplicaram-se equacdes para o calculo da
ECs. Os resultados foram expressos em pg mL™.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na triagem de atividade antioxidante pelo método de captura do radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), realizada na concentracdo de 200 ug mL™,
observou-se que majoritariamente as amostras de Vitex megapotamica apresentaram
elevada capacidade antioxidante, com excecdo da fracdo soluvel em n-butanol. A
percentagem média de atividade antioxidante (%AA), foi calculada em triplicata:

%AA a 200 uyg mL™

Amostra ECso (Mg mL™")

(média * DP)
Extrato bruto hidroalcodlico 87,5+0,1 31,7
Fragdo hexanica 89,8+0,6 <20
Fracdo diclorometanica 89,1+0,2 <20
Fragdo n-butandlica 19,2+1,7 ND
Fragdo aquosa 86,8 +0,6 ND

*Os valores de %AA representam a média + desvio padrao (DP) de
trés determinacoes independentes. ECsy: concentracdo necessaria
para sequestrar 50% do radical DPPH. ND: ndo determinado.

Tabela 1 - Atividade antioxidante (%AA) de Vitex megapotamica
através do ensaio de ac¢do sequestradora do radical livre DPPH.

Os melhores resultados de captura do radical livre DPPHe na concentracdo de
triagem foram observados para as fracdes hexanica e diclorometanica, que exibiram
atividade proxima de 90%, seguidas de valores também elevados para o extrato
bruto e a fracdo aquosa, enquanto a fracdo n-butandlica apresentou atividade
inferior. Com base nesses resultados, foram selecionadas as amostras com atividade
acima de 50% para a determinacao da ECsy, utilizando as diferentes concentracdes
testadas (20-240 pg mL™). Para a fracao diclorometanica, a atividade antioxidante
aumentou de 53,2% a 20 ug mL™" para 64,8% a 30 ug mL™, 89,2% a 60 ug mL™" e
92,2% a 120 ug mL™". Desta forma, na menor concentracao avaliada (20 ug mL™),
a fracdo diclorometanica ultrapassou o limiar de 50% de atividade, indicando uma
ECso inferiora 20 ug mL™.
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*Os valores de %AA representam a média + desvio padrao (DP) de trés
determinacdes independentes na concentracdo de 200 ug mL™". EBH:
extrato bruto hidroalcodlico; Fr.Hex: fracdo hexanica; Fr.DCM: fragdo
diclorometanica; Fr.n-BuOH: fracdo n-butandlica; Fr.Aqg: fragdo aquosa.

Figura 1 - Atividade antioxidante (%AA) de Vitex
megapotamica na concentracio de 200 pg mL™

O extrato bruto hidroalcodlico apresentou atividade de 48,6% a 30 pg mL™
e 72,9% a 60 pg mL™", com leve aumento de atividade antioxidante de 74,1%
e 74,7% nas concentracdes de 120 e 240 pg mL™, respectivamente. Os valores
obtidos foram plotados na forma de % de decréscimo da absorbancia de DPPH
em funcdo da concentracdo da solucdo teste, onde determinou-se a concentracdo
necessaria para diminuir a concentracdo do DPPH em 50% (concentracdo efetiva
50% - EC,;). AECs obtida foide 31,7 ug mL™, indicando o potencial antioxidante de
V. magapotamica no extrato bruto, embora inferior as fracdes mais ativas. A fracdo
hexanica destacou-se por apresentar atividade elevada em todas as concentragdes
avaliadas: 87,2% a 20 ug mL™, 87,9% a 30 ug mL™", 89,3% a 60 ug mL™’", 88,2% a
120 ugmL™" e 82,4% a 240 ug mL™". Considerando que ja em 20 pg mL™ a atividade
foi superior a 80%, a ECs, desta fracao € também inferior a 20 ug mL™, sugerindo
elevada acdo antioxidante.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a espécie Vitex megapotamica apresenta
atividade antioxidante in vitro, confirmando seu potencial como fonte natural
de compostos bioativos capazes de atuar no sequestro de radicais livres. Entre
os extratos avaliados, as fracdes hexanica e diclorometanica destacaram-se por
exibirem os maiores valores de atividade antioxidante, préximos de 90% na triagem
e apresentando ECs, inferior a 20 ug mL™, o que evidencia elevada capacidade
antioxidante. O extrato bruto hidroalcodlico e a fracdo aguosa também apresentaram
atividade significativa, reforcando a presenca de metabdlitos com importante
capacidade redutora, como fendis e flavonoides, comumente associados a
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Adistribuicao da atividade entre as fracbes sugere que os antioxidantes presentes
na espécie abrangem compostos de distintas polaridades, incluindo tanto moléculas
hidrofilicas quanto lipofilicas. Esses resultados corroboram com a literatura reportando
V. megapotamica como uma planta rica em flavonoides C-glicosilados e outros
metabdlitos secundarios com reconhecida atividade bioldgica.

Desta forma, os resultados obtidos reforcam o potencial de Vitex megapotamica
como uma planta medicinal promissora no desenvolvimento de agentes antioxidantes
naturais, com potencial aplicacdo farmacéutica, nutracéutica e biotecnolégica.
Considerando a relagdo direta entre estresse oxidativo, neuroinflamacéo e doencas
neurodegenerativas, a atividade antioxidante robusta observada neste estudo
sustenta futuras investigacdes voltadas a compreensdo dos mecanismos envolvidos
em modelos in vivo.
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