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Resumo

Senna rugosa e Senna velutina sdo espécies nativas da regido de Cerrado do Brasil,
utilizadas na medicina popular no tratamento de infec¢des, inflamagbes e de doencas
ligadas ao estresse oxidativo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a capacidade
antioxidante dos extratos das folhas e raizes de duas espéSasaleA partir ds

vegetais secos e triturados foram preparados extratos etanolicos das folhas e extratos
aquosos e etanolicos das raizes. A andlise da atividade antioxidante foi realizada pelo
método de captacdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), adotando como
padrbes de referéncia, o acido ascoérbico e o BHT (butil hidroxitolueno). Os extratos que
apresentaram maiores valores de captacéo dos radicais livres da solucdo de DPPH foram
os etandlicos das folhas e raizesSdana velutina (ICso= 7,9 £ 0,9 pg/mL e 165 = 9,9

+ 4,0 ug/mL, respectivamente) e o etandlico das folke&&emha rugosa (ICsp = 10,5 £

2,6 pg/mL), comparados ao antioxidante padrdo acido ascorbigp £1Q,5 +0,2

png/mL). As quantidades de fendis e flavonoides totais presentes na composicdo dessas
espécies foram descritas recentemente e estes valores relas@inimamente com a
capacidade antioxidante apresentado neste estudo. Nos ensaios de atividade
antioxidante, tant®. rugosa, quantoS. velutina apresentaram potencial de sequestro

dos radicais livres de forma dose dependentes. Os resultados obtidos a partir deste
estudo reforcam o uso popular dessas espécies no tratamento e/ou prevencéo de doencas
associadas ao estresse oxidativo, tais como diabetes, catarata, cancer e esclerose

multipla.

Palavras-chave Estresse oxidativo; Radicais livres; Fendis; Flavonoides; DPPH
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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo € um termo em destaque nos dias atuais e a ciéncia busca formas
de amenizar os efeitos danosos que levam a essa disfuncdo. O estresse oxidativo é
ocasionado pelo excesso de radicais livres, que é gerado pelo desequilibrio entre os
agentes antioxidantes e, contribuindo, para o aparecimento de diversas doencas crénicas
nao transmissiveis (LIMA, 2008). Consta na literatura que as plantas medicinais, bem
como as frutas, hortalicas, gréos e especiarias sdo excelentes fontes de prevencao de
doencgas, além de combaterem os radicais livres (OLIVEIRA et al., 2007).

A medicina popular, com o uso de extratos vegetais para chas e compressas, substitui
0s medicamentos alopaticos e € bastante utilizada com o intuito de curar e prevenir
diversas enfermidades. Neste contexto, os estudos na area vegetal caminham junto aos
avancos da medicina. Os vegetais apresentam diversas propriedades de interesse
farmacolégico. A Etnoboténica, que conceitua o papel da natureza relacionado as
crencas populares, auxilia na descoberta por esses compostos, estudando a classificacdo
dos vegetais e quais sdo suas reais utilidades, baseada em investigacdo cientifica
(MACIEL et al., 2002). Uma familia muito estudada e de grande importancia, devido ao
vasto potencial terapéutico relacionado aos compostos presentes em suas estruturas, € a
Fabaceae (SALINAS, 19%pud VIRTUOSO, 2005).

Fabaceae apresenta composicdo quimica complexa, e inclui a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, antracénicos e antraquinénicos (SADO, 2009). Fabaceae € uma
familia rica em géneros e um deles, muito estudado devido a sua diversidade de
compostos quimicos é o gén@ana. Consta na literatura qu@nna é utilizada como
laxante (FRANZ, 1993apud MASOKO et al.,, 2009) e como antibacteriano no
tratamento de doencas sexualmente transmissiveis (TSHIKALANGE et al.a@@05
MASOKO et al., 2009

Dentre as espécies do géne®enna que podem ser citadas por possuirem
propriedades farmacoldgicas, esténna italica, com propriedades antibacterianas,
laxativas, anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas, antineoplasicas, antivirais e
antioxidantes (MASOKO et al.,, 2009)Senna occidentalis, utilizada como
antibacteriano, antifungico, antitumoral e hepatoprotetora (LOMBARDO et al., 2009).

Visto que muitas espécies pertencentes ao gésamma apresentam compostos

quimicos de interesse farmacoldgico, que estdo associadas ao combate dos radicais
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livres, este estudo buscou mensurar a atividade antioxidante dos extratos vegetais de
Senna rugosa e Senna veluting, avaliar qual melhor solvente para extrair seus principios
ativose determinar os compostos quimicos presentes, uma vez que ainda ndo ha estudos

gue descrevam tais propriedades nestas espécies.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar a atividade antioxidante de extratos etandlicos e aquosos das espécies

Senna rugosa e Senna velutina.

2.2 Especificos

e Quantificar os tea@sde fendis e flavonoides totais.
e Determinar quais as concentracfes dos extratos capazes de inibir T)o (IC

dos radicais livres DPPH.

3 JUSTIFICATIVA

Na natureza existem plantas que apresentam propriedades medicinais, como
muitas espécies da familia Fabaceae. Dentro dessa familia esta inserido Gaaero
rico em compostos quimicos e alguns deles apresentam acdo antioxidante. Algumas
espécies pertencentes ao géngeona, como aSenna macranthera (NOGUEIRA,
2009), Senna italica (MASOKO et al., 2010) eSenna crotalarioide (GARCIA-
RODRIGUEZ, 2011), sdo exemplos dos vegetais do género que apresentam esse
potencial. Em razdo de outras espécieSahea apresentam potenciais terapéuticos,
h& a necessidade de buscar por novos produtos com ac¢des farmacologicas e uma das
formas é investigar em grupos ja conhecid&sina rugosa e Senna velutina séo
espécies pertencentes a esse gémpeméo apresentam estudos que comprovem sua
atividade farmacologica. O objetivo do presente trabahestudar o potencial
antioxidante dos extratos vegetais destas duas espécies, 0s quais ja sdo relatados

popularmente.



14

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Fabaceae

A familia Fabaceae, também conhecida por Legumingsessui cerca de 700
géneros e 18.000 espécies. Sua distribuicdo € ampla e variavel, e representa uma das
maiores familias de Angiospermas. Os vegetais pertencentes a essa familia habitam
diversos locais, como campos, brejo, matas, neves e se adaptam bem em desertos.
(SOUZA et al., 2005). Nos cerrados, bioma predominante na regido de Mato Grosso do
Sul, apresenta vasta riqueza de espécies e uma das familias que é encontrada em maior
namero nessa vegetacdo € a Fabaceae. A importancia de estudos desse bioma e das
espécies que o habitam esta na exploracdo dos recursos terapéuticos ofertados pelas
plantas medicinais (GUARIM NETO & MORAIS, 2003).

Os membros da familia Fabaceae podem ser encontrados como ervas, arbustos e
arvores de grande porte. Uma caracteristica marcante € a presenca de raizes pivotantes,
gque podem atingir varios metros abaixo do solo. Esta familia se divide em trés
subfamilias:Caesal pinioideae, Mimosoideae e Papilioideae (Faboideae) e possui uma
vasta riqueza de espécies, seffdana, o género com a maior variedade (LEWIS &

LIMA, 2005apud NOGUEIRA, 2009).

O interesse econdmico dessa familia advém da insercao de algumas espécies dessa
familia na alimentacdo humana e animal, como o felfmseolus vulgaris), a soja
(Glycine max) e o amendoimAfrachis hypogaea) (FERREIRA et al., 2012). A familia
apresenta grande riqueza de espécies, sendo importantes fontes de proteinas. Algumas
espécies também sao utilizadas pela indastria na fabricacdo de 6leos, corantes, tintas,
inseticidas, lubrificantes e perfumes. Fabaasaé relacionada a fatores que beneficiam
a saude, uma das evidéncias que confirmam essa propriedade € sua riqueza em
constituintes quimicos que ressaltam seu potencial farmacologicoresenca de
compostos quimicos confere, além de outros beneficios, a protecdo contra o estresse
oxidativo. Um importante composto ligado a essa protecdo sdo os isoflavondide e atuam

como antioxidante no sequestro dos radicais (NOGUEIRA, 2009).
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4.2 GéneroSenna

O géneroSenna podendo apresenta, em média, 350 espécies na forma de ervas,
arbustos, arvores e cipds, ocupando diferentes habitats (MARAZZI et al., 2006;
VIEGAS JUNIOR et al., 2006; SADO, 20pEstudos recentes revisaram a taxonomia
do géneroSenna e, algumas espécies pertencentes ao gébassa, consideradas
sinonimias deSenna sofreram reclassificacfes, passando a pertencénra. Os
exemplos de vegetais que passaram por essa revisdo irfmaral exandrina, Senna
angustifolia e Senna alata (SILVA et al., 2010).

Os membros do génergenna apresentam flores amarelas, com anteras longas e
filetes curtos, com a presenca de estaminddios. Os vegetais desse género sdo bastante
conhecidos, uma vez que muitas de suas espécies possuem substancias medicinais, tais
como derivados fendlicos, antracénicos e antraquinbnicos (SADO, 2009). Essas
espécies, além de serem utilizadas como antioxidantes sdo também utilizadas como
purgante, antitumorais, para banhar feridas e para dores no estdbmago (VIEGAS
JUNIOR et al., 2006).

4.3Sennarugosa

Senna rugosa é uma espécie vegetal pertencente a familia Fabaceae, de natureza
herbdcea, sendo comum em habitats como extremidades de mata. Suas flores
apresentam coloracdo amarela, sendo bastante atrativa aos agentes polinizadores,
principalmente as abelhas de grande porte (CARVALHO et al., 2001). E conhecida
popularmente com@amarelinhd, mas possui outras denomina¢des, como pau preto,
alcaguz bravo, boi gordo, infalivel, raiz preta e também pode ser encontrada na literatura
como Cassia rugosa. Apresenta forma de vida fanerdéfita e caméfita com potencial de
autodispersdo. A época de floragdo e de frutificacd®. degosa ocorre no més de
junho (COSTA et al., 2004).

7

Essa espécie é bastante encontrada em vegetacdo de cerrado e curiosamente
apresenta a raiz com coloracdo amarelo vivo, distinguindo-a de outras espécies. O fruto
apresenta coloragdo marrom e a semente varia entre as cores marrom e amarela, e essas
coloracbes caracteristicas ocorrem devido a quantidade elevada de compostos fenolicos
(PAULA et al., 2005).
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O amarelinho é utilizado para tratar enfermidades como ulceras e como anti-dartroso
(MOREIRA, 1862 e CASTRO, 1868pud FENNER et al, 2006). Os compostos
bioativos sédo extraidos através das folhas e da rézrdgosa. Normalmente, aqueles
vegetais que possuem compostos quimicos em suas raizes, caules ou cascas sofrem
danos ao serem colhidos e podem, até mesmo, levar a planta a morte, como é o caso da
espécie em questas.rugosa € bastante utilizada in natura, em forma de compressas e
chas, para tratar mordeduras de cobras e também pode ser utilizado como vermifugo
(RODRIGUES et al., 2001; CARVALHO et al., 2001).

http://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/5459389008/in/photostream/

Figura 1. Composicao floral d&nna velutina

4.4 Senna velutina

Senna velutina esta inserida na subfamiliaa€alpinioideae, encontrada na natureza
com formato arbustivo, € amplamente distribuida na vegetacéo de cerrado, apresentando
0 seu periodo de reproducéo durante o0 més de marco (IGLESIAS et al., 2011). Suas
raizes apresentam coloracdo avermelhada, caracteristica dessa espécie e que atribuiu a
esse vegetal ser popularneconhecido como “vermelhinho”. Quanto as caracteristicas
morfolégicas e anatbmicass. velutina possui folhas compostas, flores amarelas,

pentameras e hermafroditas, e seus frutos apresentam deiscéncia (PEDROSO, 2010).
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Senna velutina € bem adaptada a vegetacdo de Cerrado, comprovadas pela elevada
produtividade da espécie, quantidade, comprimento e biomassa dos frutos nessa regiao.
Nessa espécie, o ambiente determina a expressdo de algumas caracteristicas
relacionadas a morfologia e o principal carater que sofre influéncia do meio é a
reproducéo (SAIKI et al., 2008). Existem poucos relatos cientificos que descgevem
veluting, entretanto, em razdo da espécie pertencer a familia Fabaceae, h4, indicios
como a coloracdo avermelhada de suas raizes, de que esse vegetal também apresente

compostos quimicos de interesse farmacolégico.

Fonte: PEDROSO et al., 2009

Figura 2. Composicéo floral d& velutina

4.5 Oxidacgéo e reducédo

O termo oxidacdo é utilizado para definir a conversdo de determinada substancia
quimica em um derivado que apresenta menos elétrons em sua estrutura (ALVES et al.,
2010), caracterizando a perda de um ou mais elétrons. Outros processos também podem
caracterizar a oxidagdo, como 0 aumento no numero de oxidagéo, a perda de elétrons, o
ganho de oxigénio ou a perda de hidrogénio. Portanto, o processo contrario, de ganho de
elétrons é denominado reducdo. A reducao, além de caracterizar o ganho de elétrons,
também pode advir dos processos de perda de oxigénio, do ganho de hidrogénio ou da

diminuicdo do numero de oxidagdo (FERREIRA et al., 1997).
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Os processos de oxidagao e reducdo ocorrem concomitantemente, ou seja, a oxidacao
sé ocorre se houver a reducdo. Isto acontece porque uma substancia tem que ter
disponibilidade para receber os elétrons que serdo perdidos pelo composto oxidado. O
processo de perda de elétrons leva a producdo de radicais livres, realizada de forma
natural ou ocasionada por alguma disfuncéo biolégica, que ocorre em razdo da etapa do
ciclo aerdbico e metabdlico da oxidacdo (BARREIROS et al.,, 2006). Os elétrons
desemparelhados centralizam-se em atomos de oxigénio ou de nitrogénio, adquirindo as
denominacdes de espécies reativa de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio
(ERN). Esses grupos fazem parte de processos naturais do metabolismo como a
fagocitose e a producéo de energia (VASCONCELOS et al., 2007)

4.6 Radicais livres e o estresse oxidativo

O desemparelhamento de um ou mais elétrons de &tomos, grupos de atomos ou
moléculas que se localizam em uma Orbita externa sdo denominados de radicais livres
(MIYASHIRO, 2010). Os radicais livres sdo produzidos constantemente pelas células
através de parte dos processos metabodlicos, que gera também espécies reativas
(NOGUEIRA, 2009). As ERO e ERN fazem parte dessas espécies reativas que causam

dano celular.

As ERO e ERN podem causar danos mais graves nas moléculas de DNA e RNA,
levando a processos de mutacdo por alteracdo na ordem de bases, e o desenvolvimento
de cancer através da incorporacdo de bases com danos. Podem ocorrer outros processos
como a perda da atividade enzimética, oxidagcao dos lipideos, ruptura da membrana que
pode levar a morte celular. Para evitar que esses processos sejam desencadeados, 0
organismo possui mecanismos de pr@becomo a enzimatica com atuacao de enzimas
como a catalase e superoxido dismutase, ou aquelas administradas com a alimentacéo
(BARREIROS et al., 2006; BRITO, 2012).

Os mecanismos de protecdo sao importantes, pois que a presenca de ERO e ERN no
organismo pode contribuir para o estresse oxidativo e isso ocorre devido a uma elevada
producdo de radicais livres e o desequilibrio dos sistemas antioxidantes do nosso
organismo. Segundo Bertoldi (2006), o estresse oxidativo em organismos vivos € capaz

de gerar compostos de elevada toxicidade e que geram efeitos danosos, prejudicando a
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saude e elevando o risco de contrair doencas cardiacas e degenerativas, além da

suscetibilidade ao envelhecimento.

Nos ultimos anos, os interesses relacionados ao conhecimento dos radicais livres tem
sido crescentes, especialmente relacionados ao desenvolvimento de novos métodos que
buscam mensurar a atividade antioxidante de diferentes compostos. A procura por
compostos bioativos que previnam ou atenuem os efeitos do dano oxidativo tem
motivado pesquisas que visam minimizar os efeitos deletérios causados pela presenca
dos radicais livres nas células. A principal preocupacdo em relacdo a presenca desses
radicais é a sua relacdo com patologias como o cancer, doencas degenerativas e
neurologicas, o envelhecimento precoce, entre outras, na qual sua presenca determina a

causa ou o agravamento de doencgas (ALVES et al., 2010).

O desenvolvimento de doencas pode estar relacionado com a cronicidade dos mais
diversos tipos de dano celular em funcdo da producédo excessiva de radicais livres.
Como forma de neutralizar os radicais e suavizar 0s prejuizos ocasionados por esses
compostos, diversas fontes naturais de antioxidantes, como 0s vegetais estdo sendo cada
vez mais pesquisados, inclusive aqueles ja inseridos no mercado e com ampla utilizacéo
popular (SOUZA et al., 2010).

4.7 Antioxidantes

A ingestdo de alimentos como frutas e legumes tem se correlacionado inversamente
com a ocorréncia de doencas ligadas a presenca de radicais livres e espécies reativas
atuando como varredores dos radicais, bloqueadores de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e quelante de metais (SALVADOR & HENRIQUES, 2004). Acredita-se que
uma dieta que inclui composto polifendlicos, vitamina E, &cido ascorbico, carotenoides
entre outros, sdo eficazes na prevencdo de doencas relacionadas com o estresse
oxidativo (HUANG et al., 2005).

As células humanas sofrem prejuizos com a presenca dos radicais livres gerados a
partir dos processos aerébicos. Desta forma, as células necessitam de protecdo contra
esses compostos e da reatividade das espécies quimicas, sendo importante a atuacao dos

mecanismos de prote¢cdo. Para garantir que iSso ocorra, 0os tecidos humanos possuem
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integrados a ele, sistemas antioxidantes como 0s enzimaticos e ndo enzimaticos (SILVA
et al., 2010).

Os antioxidantes quimicos ou ndo enzimaticos, sdo de grande relevancia e o
organismo é capaz de sintetizd-lo direta ou indiretamente. Os antioxidantes que
pertencem a essa classe sao aqueles de baixo peso molecular, as vitaminas A, C e E,
produtos naturais como carotenoides, flavonoides, polifendis, tidis e furandides e

produtos sintéticos como Ebselen, N-acetilcisteina e Trolox (OLIVEIRA et al., 2009).

Outra classe de antioxidantes importantes sdo 0s enzimaticos, na qual fazem parte as
enzimas superoxido dismutase (Sod), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa
redutase (GR) e a catalase (Cat). Os antioxidantes enziméticos atuam dependente do
substrato, producao de co-substratos da seletividade e o grau de especificidade por esse
substrato (SALVADOR& HENRIQUES, 2004). O principal mecanismo de defesa
antioxidante é composto pelos superoxidos dismutases, que apresentam atividade
peroxidasica, sendo os mais estudados (OLIVEIRA et al., 2009) e apresentando elevada

eficiéncia na detoxificacdo das espécies reativas (SILVA et al., 2010).

4.8 Compostos com potencial antioxidante

E sabido que muitos alimentos naturais possuem um papel importante no tratamento
ou na prevencdo de muitas enfermidades. Estudos indicam que a ingestdo desses
alimentos pode combater doencas cronicas ou degenerativas e, portanto, € necessaria
uma alimentacdo saudavel para garantir os beneficios oferecidos por eles. Dentre os
alimentos que preservam compostos bioativos em sua composi¢ao, estdo os produtos de
origem vegetal, como frutas, hortalicas, sementes e cereais (OLIVEIRA et al., 2009).

Um assunto de grande interesse relacionado aos radicais livres é o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo € ocasionado pela producdo de compostos oxidativos e
desbalanco entre os sistemas antioxidantes do organismo. O estresse oxidativo é o
promotor para diversas doencas como cancer, inflamacdes, doencas cardiovasculares,
entre outras (SILVA et al.,, 2010), sendo que, a insercdo de fontes de compostos
antioxidantes na alimentacdo pode contribuir na prevencgao de tais enfermidades. Muitos
antioxidantes sao produzidos naturalmente pelo nosso organismo e outros sao oriundos

de uma dieta a base de alimentos naturais que fornecem compostos bioativos que atuam
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na captacao dos radicais livres, como os compostos fendlicos e flavonoides (SOARES,
2002).

Alguns compostos sdo comercializados como antioxidantes, como o &cido ascoérbico
e o BHT. S&o muito utilizados nos ensaios de atividade antioxidante, sendo excelentes
padrées de referéncia, de forma a comparar se a espécie em estudo apresenta
propriedades de captacdo dos radicais livres, tdo eficazes ou superiores aos potenciais

apresentado por esses compostos.

O &cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € uma vitamina
hidrossoluvel e de fundamental importancia para o funcionamento do corpo humano
(MANELA-AZULAY et al.,, 2003). Faz parte da composicdo natural de muitos
alimentos, como frutas frescas, tais como: liméo, laranja, uva, morango e tomate, além
das hortalicas. Também esta presente na industria alimenticia, na forma de aditivos e
reagentes (OLIVEIRA et al.,, 2009). O &cido ascorbico € um antioxidante altamente
eficaz, pois possui a capacidade de formar radicais com baixa reatividade a partir da

eliminacdo de espécies muito reativas (ALVES et al., 2010) (Figura 3).
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Fonte: ALVES et al, 2010
Figura 3. Estrutura quimica do acido ascoérbico

O BHT é um antioxidante de carater lipofilico largamente utilizado na industria

alimenticia por possuir elevado potencial na captacédo dos radicais livres e impedir ou
interromper o processo de oxidagao dos lipidios (SILVA et al., 1998). Os antioxidantes
utilizados em alimentos sdo conhecidos como antioxidantes primarios e apresentam

cadeia fendlica em sua composicéo, permitindo a inativacdo ou remocdo dos radicais
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livres formados e minimizando os efeitos da oxidacdo (RAMALHO et al., 2006)
(Figura 4).
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Fonte: RAMALHO & JORGE, 2006
Figura 4. Estrutura quimica do BHT

Vérios produtos sao fontes naturais de antioxidantes, como frutas (ROESLER et al.,
2007; MELO et al., 2008), hortalicas (MELO et al., 20@6)extratos vegetais
(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2010),

As espécies vegetalS velutina e S rugosa apresentam indicios de possuirem
compostos quimicos em suas estruturas que sejam benéficos a salde e devido a isso,
estdo sendo alvo de pesquisas a fim de extrair determinados compostos que apresentem
atividades de interesse medicinal. Alguns dos constituintes quimicos ja descritos por
pertencer ao génef@nna fazem com gque suas espécies possuam 0s mais variados tipos
de potenciais farmacologicos e dessa forma, atuando em diversas enfermidades
(NOGUEIRA, 2009).

Muitas espécies dg&enna ja foram estudadas e descritas por apresentarem potencial
antioxidante, sao elasS macranthera (NOGUEIRA, 2009), S occidentalis
(LOMBARDO et al., 2009), espéaeCassia designadas com8enna: Cassia fistula
(SUNIL et al., 1998pud VIEGAS JUNIOR et al., 2006) €assia siamea (ALl et al.,
1999apud VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

A atividade antioxidante é bastante descrita na literatura como um dos potenciais
presentes em muitos representantes do géseer@m. Esse potencial ocorre devido a
presenca de flavonoides e compostos fendlicos, sendo de grande interesse na medicina,
pois minimizam o0s danos promovidos pela presenca de radicais livres,

consequentemente, pelo estresse oxidativo.
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4.9 Compostos fenolicos- Flavondidese Polifendis

Os compostos fendlicos sao definidos como substancias que apresentam em sua
estrutura hidroxilas e anéis arométicos, na qual estdo relacionados com o potencial
antioxidante. Essas substancias sdo muito encontradas em vegetais, onde sao produzidos
em suas estruturas, através do metabolismo secundario. Existem na natureza varios tipos
de compostos fendlicos, dentre eles estdo os flavonoides e os polifendis (ANGELO &
JORGE, 2006).

Os flavonoides séo substancias de origem natural, que possuem diversas
propriedades farmacoldgicas, uma vez que sdo capazes de atuar sobre o0s sistemas
biolégicos. Apesar de sua sintese ndo ocorrer na espécie humana, apenas em vegetais, a
dieta a base desses compostos auxiliam na diminuicdo da incidéncia de diversas
doencas. Os flavonoides sdo considerados excelentes antioxidantes, uma vez que atuam
como sequestradores de radicais ou como quelantes de metais (SOARE&U2002
MORAES & COLLA, 2006).

Os polifendis sao substancias bioativas que compreendem o maior grupo de
compostos dos vegetais. Os grupos séo divididos de acordo com a estrutura quimica de
suas substancias e agrupados em classes, que apresentam diversas fungdes fisiolégicas
relacionadas a prevencao de doencas e também a elevada capacidade antiOxidante.
consumo de frutas e hortalicas, na qual estdo presentes esses compostos bioativos, pode
prevenir diversas doencas, uma vez que eles estdo diretamente associados a esses
fatores. (FALLER & FIALHO, 2009).

A familia Fabaceae possui muitas espécies e que possuem uma vasta riqueza de
compostos quimicos, apresentando importante atividade biolégica. O d&naep
pertencente a essa familia, representa elevada importancia por possuir maior numero de
espécies entre a subfamiCaesalpinioideae (LEWIS & LIMA, 2005) e por apresentar
elevada diversidade de substancias bioativas, nas quais estdo presentes compostos
fendlicos e flavonoides (VIEGAS JUNIOR et al., 20@ADO, 2009), responsaveis

pela acdo antioxidante.

Um estudo recente quantificou os teores de fenodis e flavonoides totais das
espéciesSenna rugosa e Senna velutina através de ensaios com o reagente Folin -

Ciocalteu e cloreto de aluminio, respectivamente. O estudo mostrou a quantificacdo dos
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compostos dos extratos etanolicos das raizeSedea rugosa (EERSR) eSenna

velutina (EERSV); os extratos etandlicos das folhasa®a rugosa (EEFSR) €Senna

velutina (EEFSV) e os extratos aquosos das raizeSenlea rugosa (EARSR) eSenna

velutina (EARSV). Os valores obtidos mostraram que o EERSV apresentou os maiores
teores de fenais totais (556,0 = 9,9 mg de acido galico / 100 g de extrato seco), enquanto
em Senna rugosa, a maior quantidadéi observada no EEFSR (519,0 + 2,3 mg de
acido galico / 100 g de extrato seco). Os extratos aquosos apresentaram valores muito
baixos, devido a molécula de agua ndo possuir bom potencial de extracdo de compostos
fendlicos. (EBERHARDT, 2012)

Na determinacéo de flavonoides totais no mesmo estudo, o EEFSR apresentou
maiores quantidades do composto (83,0 + 2,9 mg de quercetina / 100g extrato seco),
enquanto para os demais extratos, foram observados valores parecidos entre si,
mostrando que a diferenca de solvente de extracdo ndo culmina em diferenca nos teores
de flavonoides das espécies (EBERHARDT, 2012).

5 MATERIAIS E METODOS

5.1Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas e raizes dgenna rugosa e Senna velutina foram coletadas no distrito de
[tahum, municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul. Nesta regido € predominante a
vegetacao de cerrado. O local de coleta foi a Reserva Biologica da Fazenda Paraiso, que
possui 302 ha e esta localizada entre as coordenadas: latitude 21° 59" 41,8 e longitude
55°19°24,1"". As coletas foram realizadas no més de marco e inicio de abril, no més de
junho e ao final de novembro de 2011. O material botanico foi identificado e
autenticado pela botanica professora Dra. Zefa Valdivina Pereira, da Universidade
Federal da Grande Dourados. Todas as exsicatas encontram-se depositadas no museu de
Biodiversidade da Universidade Federal da Grande Dourados, com as numeracoes:
Senna rugosa (n° 4664) eSenna velutina (n° 4665).
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5.2 Preparo do material vegetal colhido

O material vegetal deS rugosa e S velutina foram colhidos em campo e
posteriormente tiveram suas folhas e raizes separadas e armazenadas em local arejado e
longe da exposi¢édo ao sol, para que secassem em um periodo de 5 a 10 dias. O material
foi triturado em pequenas partes em moinho de facas Marconi®. Cada extrato foi
preparado adotando procedimentos ja descritos na literatura com pequenas modificacdes
e a comparacao dos resultados foi feita com base no padrdo de extragcao descrito por
Adetutu et al. (2011). O calculo do rendimento dos extratos foi obtido através da

expressao:

Rendimento (%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100

5.3 Preparo do extrato etandlico das folhas

Para o preparo dos extratos etandlicos das folh& deosa e S velutina, foram
adicionados em dois erlenmeyers 100 g das folhas trituradas em 700 mL de etanol 95%
de acordo com a metodologia adotada por Adetutu et al (2011). Os vidros foram
vedados com algoddo e cobertos com papel aluminio para evitar alteracdo pela
exposi¢do a luz. Foram mantidos em ambiente escuro, a temperatura ambiente, durante
sete dias. ApGs este periodo, foi realizada a filtracdo dos materiais com gase e algodao.
Os liquidos obtidos dos extratos das folhasSdeugosa e de S velutina, foram
rotoevaporados em um rotorevaporador Marconi® a uma temperatura de 40°C e em
seguida liofilizados em um liofilizador Liobras® a uma temperaturagsR-por vinte
e quatro horas, a uma pressdo de 50 mmHg. Os rendimentos dos extratos foram de
16,61% para aSenna rugosa e 29,91% paraSenna velutina. Os extratos foram

armazenados para posterior uso29°C.

5.4 Preparo do extrato etandlico das raizes

No preparo do extrato etandlico das raizes, estas foram previamente trituradas em um
moinho de facas Marconi®. Apos a trituracdo, foram utilizadas 100 g do po das raizes

de cada uma das espécies vegetais, dissolvidas em 800 mL de etanol 95%, seguindo a
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metodologia descrita por Adetutu et al (2011). No processo de concentracéo, 0s vidros
gue continham os extratos &erugosa e os deS velutina foram mantidos em banho

maria Nova Etica® a 55°C por um periodo de sete dias, necessarios para a concentragio
do extrato através da evaporacdo lenta do etanol. Os foram rotoevaporados e
liofilizados, sendo posteriormente pesado. O rendimento dos extratos foi calculado,
obtendo os valores de 1% p&augosa e 32,05% par&. velutina. As amostras foram

armazenadas-a20°C para posterior uso.

5.5 Preparo do extrato aquoso das raizes

Foram utilizadas 100 g das raizes secaS. degosa e S. velutina para o preparo do
extrato. O procedimento de extracdo adotado foi a maceracdo, seguindo o método
utilizado para preparo pelas populacdes usuarias, na qual foram adicionados 1000 mL
de agua destilada as raizes em dois vidros identificados e vedados com papel pardo,
deixando por um periodo de trés dias em ambiente protegido da luz e a temperatura
ambiente. O periodo utilizado para maceracdo foi menor em relacdo aos extratos
etandlicos, uma vez que a exposicdo do material vegetal em agua por um tempo
prolongado pode ocasionar problemas como fermentagdo e contaminagdo. Com isso,
depois de decorrido os trés dias para maceracdo, os extratos daS.migesa e S.
velutina foram filtrados com gase e algodfes e em seguida, congelados e armazenados
para posterior uso a uma temperatura @8°C. Ambos 0s extratos vegetais macerados

apresentaram rendimento de 1,5%
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5.6 Rendimento dos extratos vegetais

Tabela 1.: Materiais vegetais utilizadoscom seus respectivos métodos de extracéo,
solventes e a porcentagem de rendimento obtida.

Material Parte do  Solvente Método de Proporgao Rendimento
Vegetal vegetal de extracao (droga)
utilizada  extracéo vegetal:solvente

Senna Folhas Etanol Maceracéo 1:7 16,61%
rugosa 95% (7 dias)

Senna Raizes Etanol Maceracéao 1:8 1%
rugosa 95% (7 dias)

Senna Raizes Agua Maceracéo 1:10 1,5%
rugosa destilada (3 dias)

Senna Folhas Etanol Maceracéao 1.7 29,91%
velutina 95% (7 dias)

Senna Raizes Etanol Maceracéo 1:8 32,05%
velutina 95% (7 dias)

Senna Raizes Agua Maceracéao 1:10 1,5%
velutina destilada (3 dias)

5.7 Preparo das solugdes estoque

O procedimento de preparo das solucdes estoque utilizaram solugbes dos extratos,
dos padrbes acido ascoérbico e BHT (20 mg/mL em etanol 80%) diluidos em etanol 80%
nas concentracoes finais de 0,1 a 1000nL. Uma aliquota de 200 pL das solu¢des foi
misturada com 1800 pL de DPPH 0,1 mM em etanol 80%. O DPPH foi preparado
partindo de 0,007 g do reagente, diluidos em 150 mL de etanol 80 %, em balédo
volumétrico, sendo homogeneizado constantemente.
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5.8 Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de captacdo dos

radicais livres DPPH

Um procedimento usual utilizado a fim de determinar a captacdo dos radicas livre
de uma solucéo, é adotando o radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DRPPH).
DPPH é uma solucdo composta por radicais livres estaveis (EMBRAPA, 2007). A
presenca dos radicais livres fornece condicfes para que o material em estudo consiga
reagir esteoquiométricamente de forma a sequestra-los, adquirindo sua forma estavel e
demonstrando seu potencial antioxidante frente aos radicais livres da solugéo. Consta na

literatura que o método sofre influéncia do solvente da reacédo (OLIVEIRA et al., 2009).

O método é baseado na capacidade que uma determinada substancia possui de
sequestro deste radical, sendo capaz de reduzi-lo a hidrazina, que sera obtida apds a
acdo do antioxidante (ALVES et al., 2010). No ensaio, a solucao € adicionada ao DPPH,
gue deve sequestrar os radicais livres fornecidos pela solucdo de DPPH (ROESLER et
al., 2007).

A deslocalizacdo do elétron livre se caracteriza por apresentar uma banda de
absorcdo em etanol por volta de 520 nm e uma coloracao violeta. Para que o composto
de interesse atue no sequestro dos radicais, ele deve possuir a capacidade de doacéo de
um atomo de hidrogénio. Quando o 4tomo recebe o elétron, ele da origem a forma
reduzida e, portanto, perde a coloracao violeta e adquire coloracdo amarelo palida em
razao dos residuos do grupo picril presentes na solucdo (MOLYNEUX, 2004) (Figura
5).

llustragéo: Edy Sousa de Brito
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Figura 5. Estrutura quimica do DPPH com o ganho de um elétron, tornando-se

hidrazina.
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Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos, foi utilizada a metodologia
descrita por Blois (1958) e modificado pro Gupta e Gupta (2011) com pequenas
alteracdes. As solucdes foram submetidas separadamente, a capacidade de sequestro do
radical 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Em sintese, as solucdes dos extratos e dos
padrdes acido ascoérbico e BHT (20 mg/mL em etanol 80 %) foram diluidas em
concentragdes entre 0;11000 pg/mL. Aliquotas de 200 pL/mL foram misturadas em
1800 pL/mL de DPPH a 0,1 mM em etanol%0

O ensaio foi acompanhado de solugbes padréo, denominado branco, a fim de
descontar a interferéncia da coloracdo do extrato na amostra. Essa solucéo foi preparada
substituindo o DPPH pelo mesmo volume de etanol 80%. (Figura 7). Realizaram-se trés

ensaios independentes em duplicata.

Autoria da foto: Flavia L. Lima

Figura 6. Solu¢Bes controle em diferentes concentracdes de modo a descontar a possivel

interferéncia de coloracdo do extrato na amostra.

As solugbes foram mantidas em repouso por 30 minutos em ambiente escuro e
temperatura ambiente. Decorrido o tempo para a ocorréncia da reacao, foi realizada a
leitura das solucbes em um espectrofotomeB@ Instruments Ltda® a um
comprimento de onda de 517 nm. A reacdo de captacdo dos radicais livres das amostras
pode ser observada através da reacdo colorimétrica que ocorre. A solucao inicial que
contém apenas o DPPH apresenta coloragéo violeta e a medida que ocorre a captacao
dos radicais das amostras analisadas, a solucdo adquire coloracacdartfégelea 8).
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Figura 7. Descoloragéo do radical livre DPPH pela atividade antioxidante do acido
ascorbico.

Para determinar a porcentagem da atividade antioxidante, foi utilizada a seguinte
férmula, na qual apresenta absorbancia (Abs) da solucdo, que contém a amostra de
extrato adicionado a solucédo de DPPH, e Abs controle da solucdo, que contém apenas o
DPPH:

Inibicao do radical livre DPPH (%) = (1 - Abs amostra/Abs controle) x 10C

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais tem sido uma forma de medicina em crescente uso em
decorréncia de sua eficacia e baixo custo. A essa alternatsesodiome de fitoterapia
e o0s estudos quimicos e farmacologicos tem comprovado cada vez mais a eficiéncia
dessas plantas medicinais, empregadas na medicina popular, como fontes terapéuticas
(CHECHINEL FILHO & YUNES, 1997). A etnofarmacologia auxiliou para a
descoberta de substancias naturais e contribuiu para o conhecimento da cura de muitas
enfermidades a partir de substéancias naturais biologicamente ativas presentes em plantas
(GYLLENHAAL, et al., 2012).

Embora muito utilizada, as plantas medicinais Brasileiras apresentam menos de 1 %
de suas propriedades quimicas e farmacoldgicas comprovadas cientificamente

(CUNHA, 2005). As influéncias da midia e da propaganda feita do uso seguro desses
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medicamentos, por serem cem por cento naturais, iludem quanto ao uso desses
compostos, ndo relatando a necessidade de estudos cientificos acerca do mecanismo de
acao e quanto aos efeitos toxicos e colaterais do uso abusivo dos fitoterapicos (VIEGA
JUNIOR et al, 2005)Senna rugosa e Senna velutina sdo duas espécies da familia
Fabaceae, com ampla distribuicdo e largamente utilizadas na medicina popular em
doencgas cronicas, em processos infecciosos e no tratamento a diversas enfermidades

sem comprovacao de suas propriedades terapéuticas através de estudos cientificos.

Algumas espécies pertencentes ao gérgma apresentam acao antioxidante
decorrentes dos compostos fendlicos e flavonoides presentes em suas estruturas. Com
base nisso, buscou-se comprovar cientificamente a atividade antioxidaSeande
rugosa e Senna velutina, visto que seus compostos fenodlicos tiveram seus valores

mensurados e descritos na literatura por Eberhardt (2012).

Foram preparados diversos extratos empregando solventes como a agua e etanol,
utilizando a maceragdo como método de extracdo dos compostos quimicos das espécies
vegetais. Os maiores rendimentos obtidos em termo de massa de extrato seco foram
agueles que utilizaram os solventes etanol e agua destilada aquecida. A extracédo a partir
do etanol é utilizada como principal método de extracdo para preparo de extratos de
origem vegetais ja descritos, uma vez que se aproxima da técnica utilizada por
populares para tinturas (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Um dos métodos quimicos bastante utilizados para avaliar a atividade antioxidante
de extratos naturais € a partir de ensaios que utilizam a capacidade de captura do radical
DPPH livre, presente em solucdo etandlica pelos compostos presentes no extrato. Este
ensaio é muito empregado por fornecer resultados confiaveis de forma facil e rapida
(Adetutu et al., 2012).

Todos os extratos em estudo, tanto 0s aquosos quanto os etanodlicos, apresentaram
capacidade de captura dos radicais livres em solugdo de forma dose dependente. Os
resultados obtidos, evidenciados na figura 8, mostram que o EEFSR e o EEFSV
alcancaram atividade antioxidante maxima, comparavel ao valor apresentado pelo

padréo utilizado, acido ascorbico, na concentracdo de 25 pg/mL.
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Figura 8: Inibicdo do DPPH pelo EEFSR, EEFSV, controles &cido ascorbico.e BHT

Nos ensaios realizados com 0s extratos etandlicos das raizes, evidencia-se através da
figura 9, que o potencial do EERSV apresenta valores comparaveis ao padrdo acido
ascorbico na concentracdo de 25 ug/mL. JA o EERSR apresenta perfil antioxidante
comparavel com o do padrdo BHT, alcangando sua atividade maxima na concentragao
de 500 pg/mL
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Figura 9: Inibicdo do DPPH pelo EERSR, EERSV, controles acido ascorbico e BHT.
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Os potenciais antioxidantes testados a partir da extragdo dos principios ativos das
raizes dos vegetais utilizando agua destilada apresentaram acdes antioxidantes
comparaveis ao do padrdo BHT. O EARSV atingiu sua atividade maxima na
concentracdo de 500 pg/mL, enquanto EARSR alcancou a atividade maxima na

concentracdo de 1000 pg/mL, como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Inibicdo do DPPH pelos EARSR, EARSV, controles &cido ascérbico e BHT.

A diferenca nas concentracfes de atividade méaxima observadas nos resultados pode
ser explicada devido a cinética diferenciada de alguns compostos quando reagem com o
DPPH. A aplicacdo de solventes de extragao diferentes para o preparo dos extratos nao
culminou em diferengas na atividade antioxidante.

Os potenciais antioxidantes dos extratos vegetais determinados a partir do
sequestro dos radicais livres sdo expressos através da concentracao final dos extratos
necessarios para inibir a oxidacao do radical DPPH em 50 £9. (KCreacdo entre os
extratos e o DPPH ocorre somente se 0 extrato apresentar atividade antioxidante. Essa
reacao é facilmente observada, uma vez que ocorre a mudanca da coloracéo da solucéo
de violeta para amarelo. A porcentagem de descoloracdo evidencia o potencial de
sequestro dos radicais livres da amostra e consequentemente, sua atividade antioxidante.

Dentre os fatores que podem interferir na capacidade antioxidante, estdo a

técnica de extracdo e o solvente utilizado. Estudos apontam que os métodos adotados e
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as caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas dos antioxidantes testados interferem na
quantidade de fendis totais e na capacidade antioxidante do vegetal (ROESLER et al.,
2007).

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 2 e evidenciam que, apesar dos
solventes ndo exercerem diferencas na extracdo dos compostos, 0 extrato etandlico das
folhas deSenna rugosa (EEFSR) apresentou maior atividade antioxidantes devido ao
menor valor de 16 atingido (10,5 + 2,6 pg/mL) quando comparado ao extrato de sua
raiz (IGso de 73,0 = 8,0). Esses valores podem estar relacionados ao fato dasdolhas d
Senna rugosa apresentarem maiores quantidades de fendis totais, uma vez que 0s
compostos fendlicos sdo o0s principais compostos relatados por conferir acao
antioxidante.

Nos extratos dé&enna velutina, diferentemente do que ocorreu &amna rugosa,
ndo ocorreram diferencas na atividade antioxidante apresentadas pelos extratos das
folhas (EEFSV IG, de 7,9 £ 0,9 pg/mL) e raizes (EERS\kJ@e 6,9 + 0,6 e EARSV
ICs50de 9,9 £4,0 ug/mL).

Embora alguns estudos indiquem que o solvente etanol € capaz de extrair maiores
guantidades de compostos fendlicos, resultando na maior capacidade de sequestro dos
radicais (ROESLER et al., 2007), os dados experimentais evidenciaram que tanto os
extratos etandlicos, quanto 0s aquosos, mostraram-se eficazes na extracdo dos

compostos, ndo exercendo variacao na captura dos radicais livres da solucao.

A atividade antioxidante usualmente apresentada pelos vegetais esté ligada ndo sé a
guantidade de compostos fendlicos presentes, como também ao sinergismo que pode vir

a acontecer entre 0s constituintes quimicos presentes nas espécies (HAIDA et al., 2012).



35

Tabela 2. Percentual de atividade maximae S. rugosa e S. velutina comparados aos

antioxidantes padrfes, BHT e acido ascorbico, em suas respectivas concentragdes.

Extratos IC 50 Atividade maxima
% pHg/mL
Vita acido ascorbico 25+0,2 95,1+1.3 10
BHT 20,1 +3,0 949+14 500
Extrato etanodlico de folha de 10,5+2,6 82,0+5,0 25
S rugosa (SRFE)
Extrato etandlico de folha de 79+0,9 916+12 25
S velutina (SVFE)
Extrato etandlico de raiz de 73,0+8,0 99,4+0,5 1000
S rugosa (SRRE)
Extrato etandlico de raiz de 6,9+0,6 96,4 +0,4 25
S velutina (SVRE)
Extrato aquoso de raiz de 126,2 + 30,0 90,1+0,7 500
S rugosa (SRRA)
Extrato aquoso de raiz de 9,9+4,0 91,3+0,6 500

S velutina (SVRA)

Os dados apresentam a média * erro padréo da média (EPM). Os experimentos dedmzptaca
radicais livres do DPPH foram realizados em duplicatas e estdo expressos emdeal@r 50 e

% de inibicAo maxima de DPPH + EPM da média de diferentes concentragdes dos édrnat
pg/mL), sendo n=2 para ensaios com SRRE, n=3 para SRFE, SRRA, SVFE, SVRA e SVRE; e
n=12 para Acido ascorbico e BHT.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com os experimentos mostraram que 0s extratosgoea e
S velutina apresentam atividade antioxidante, apresentando significativo potencial de

sequestro dos radicais livres presentes em solugéo. Contudo, os extratos SVFE, SVRE e
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SRFE apresentaram valores semelhantes ao do padréo acido ascoérbico, demonstrando
gue em baixas concentragcbes, conseguem atuar como antioxidantes potentes. Apesar de
nao apresentarem potenciais tao elevados quanto os outros extratos, SRRA, SRRE e
SVRA apresentaram atividade semelhante ao BHT. Com isso, é possivel concluir que, o
método de extracdo, o solvente, o teor de compostos fendlicos, também contribuem com

a expresséo da atividade antioxidante da planta. A eficiéncia na captacao dos radicais
livres fornece condi¢cbes para o combate ao estresse oxidativo e dests&fougasa e

S velutina podem ser aliadas na prevencéao e/ou tratamento de doencas desencadeadas a
partir do estresse oxidativo. Estudos futuros podem ser desenvolvidos a fim de analisar

0 potencial dessas espécies no tratamento a outras doencas relacionadas ao estresse

oxidativo, como as degenerativas, neurolégicas e pulmonares.
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