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RESUMO

O Cerrado brasileiro possui rica biodiversidade, incluindo plantas popularmente conhecidas por
suas propriedades medicinais. Essas plantas sdo fontes de compostos com atividades bioldgicas,
interessando o estudo dos produtos naturais para que estes possam ser utilizados em beneficio
da satde. Uma da planta deste bioma ¢ a Senna rugosa, utilizada como vermifugo e contra
mordeduras de cobra. Apesar do potencial farmacologico ja ter sido demonstrado para outras
plantas do mesmo género, comprovando inclusive seu potencial antioxidante, pouco se sabe a
respeito da capacidade terapéutica de S. rugosa. Assim, o objetivo deste estudo foi determinar
o teor de compostos fenolicos totais e flavonoides de extratos metandlicos preparados a partir
da raiz, casca, folhas e flores de S. rugosa, bem como as suas atividades antioxidantes. O teor
de compostos fendlicos totais dos 6rgaos da planta, foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, sendo que o extrato das cascas apresentou maior teor (62,5 mg EAG/g), enquanto,
as flores foram as que apresentaram o menor valor (27,3 mg EAG/g). Para a determinagdo do
teor de flavonoides foi utilizado o cloreto de aluminio, tendo o extrato preparado das folhas
apresentado os maiores resultados (48,3 mg EQ/g) e o de raiz os menores (22,6 mg EQ/g). A
atividade antioxidante foi avaliada pelo método do sequestro dos radicais livres DPPH, dos
quais apresentaram um aumento significativo desta atividade biologica até a concentragdo de
10 mg/ml, sendo a maior atividade antioxidante encontrada para o extrato preparado com a raiz
(90%). Também, foram calculados os IC50 para cada um dos extratos apresentando valores de
6,61; 4,90; 7,24 e 6,76 mg/mL, respectivamente, para raiz, casca, folha e flor. Assim, os
resultados demonstram que a atividade antioxidante esta fora da faixa encontrada normalmente
para o género Senna, sendo necessario mais estudos nesse sentido para melhores conclusdes.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Cerrado. Metabdlitos Secundarios. Estresse oxidativo.
Droga vegetal.



ABSTRACT

The Brazilian Cerrado has rich biodiversity, including plants popularly known for their
medicinal properties. These plants are sources of compounds with biological activities, being
interesting the study of natural products so that they can be used for the benefit of health. One
of the plant of this biome is Senna rugosa, used as dewormer and against snake bites. Little is
known about the therapeutic capacity, the pharmacological potential has already been
demonstrated for other plants of the same genus, proving even their antioxidant potential. The
aim of this study was to determine the content of total phenolic and flavonoid compounds of
methanolic extracts prepared from S. rugosa root, bark, leaves and flowers, as well as their
antioxidant activities. The content of total phenolic compounds in the plant organs was based
on the Folin-Ciocalteu method, and the bark presented the highest amount (62.5 mg EAG / g),
while the flowers presented the lowest value (27 , 3 mg EAG / g). For the flavonoid content,
aluminum chloride was used, and the prepared extract of the leaves presented the highest results
(48.3 mg EQ / g) and the lowest results (22.6 mg EQ / g). The antioxidant activity was evaluated
by the DPPH free radical sequestration method, which showed a significant increase of this
biological activity up to the concentration of 10 mg / ml, being the highest antioxidant activity
found for the extract prepared with the root (90%). Also, the IC50 for each of the extracts
presenting values of 6.61 were calculated; 4.90; 7.24 and 6.76 mg / mL, respectively, for root,
bark, leaf and flower. Thus, the results demonstrate that the antioxidant activity is outside the
range normally found for Senna genus, and further studies are needed in this regard for better
conclusions.

Key words: Medicinal plants. Cerrado. Secondary metabolites. Oxidative stress. Vegetable
drug.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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uL: microlitro
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DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
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m/v: massa por volume
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1 INTRODUCAO

A sociedade moderna conta com diversas drogas utilizadas no tratamento ou na
prevengdo dos problemas de saide humana. Estas drogas sdo em grande parte de origem
sintética, em oposi¢cdo aos primeiros farmacos que foram concebidos a partir de produtos
naturais. Entretanto, o nimero limitado de op¢des terapéuticas, ou até a falta de opgao contra
determinadas doencgas, vem fazendo com que novas pesquisas, cujo objetivo ¢ a identificagdo
de compostos naturais com potencial biotecnolégico e farmacoldgico, sejam realizadas.
Algumas destas estudam plantas utilizadas ha décadas na medicina popular, cujas informagdes
sdo passadas ao longo de geragdes, mesmo sem embasamento cientifico de suas propriedades.
Estes estudos sdo, portanto, uma forma de valorizar os recursos naturais, € uma tentativa de
atender a crescente demanda de farmacos do mercado.

Dentre os inumeros problemas de satide que a populacdo enfrenta na atualidade,
podemos destacar as patologias provocadas pelo processo de envelhecimento celular, como por
exemplo o estresse oxidativo e a degeneracdo cronica. Tal envelhecimento é parcialmente
causado pela acdo dos radicais livres e da oxidag¢do, que em desequilibrio é responsavel por
danos celulares e consequentemente por algumas doengas. Compostos antioxidantes sintéticos
capazes de sequestrar radicais livres sdo utilizados para evitar a degeneragao cronica, mas assim
como muitos outros farmacos sintéticos, estes apresentam uma preocupante toxicidade.
Alternativamente, antioxidantes de origem natural apresentam uma taxa de toxicidade muito
menor, tornando estudos nessa area de grande importancia.

O Brasil conta com uma das mais ricas biodiversidades do mundo, sendo o Cerrado um
dos biomas que mais contribui para este fato. Nesta regido, a vegetacdo ¢ rica em espécies que
produzem metabolitos secundarios, com atividade bioldgica e efeitos benéficos para o ser
humano. Proximo a regido de Patos de Minas; MG, uma espécie frequente € a Senna rugosa,
conhecida popularmente como fedegoso do campo ou boi-gordo. Diversos trabalhos ja
demonstraram que as plantas pertencentes ao género Senmna apresentam grande potencial
farmacologico, dentre eles o potencial antioxidante. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a preseng¢a de compostos fendlicos totais e flavonoides no extrato metandlico de

diferentes 6rgdos de S. rugosa, bem como avaliar a sua atividade antioxidante.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais do Cerrado

O Cerrado se estende por uma area de aproximadamente duzentos milhdes de hectares,
abrangendo cerca de 24% do territério nacional, sendo, portanto, o segundo maior bioma do
pais (BONANOMI et al., 2019). Embora tenha sido ocupado apenas recentemente, o uso
intensivo da terra causou a devastagdo de quase 50% desse bioma, e apenas 19,8% permanecem
inalterados (STRASSBURG et al., 2017). A degrada¢do do Cerrado implica em uma perda
imensuravel da biodiversidade e com ela, importantes propriedades que poderiam ser utilizadas
a favor da saude.

A regido apresenta caracteristicas de savana, com o clima marcado pela precipitagdo e
distribuicdo das chuvas em raras ocasidoes ao longo do ano, fato que reflete em sua vegetacao.
As espécies de plantas apresentam caracteristicas adaptativas em resposta a deficiéncia
nutricional, estresse hidrico sazonal e as altas intensidades luminosas tipicas da regido, de tal
forma que, seus estomatos sdo adaptados para reduzir o fluxo transpiratério e suas raizes
atingem maiores profundidades no solo para conseguir 4gua (ROSSATTO, 2009; SANO, 2019).

As plantas do Cerrado sdo utilizadas por comunidades locais com diversos fins, desde
alimenticios até medicinais (ELLER et al., 2015). O conhecimento etnofarmacoldgico é o
resultado da integracdo de uma populagdo com o meio ambiente de sua regido, o que se justifica
na sua riqueza e diversidade (RODRIGUEZ, 2009). Um exemplo de planta medicinal do
Cerrado ¢ o Stryphnodendron adstringens, conhecido popularmente como barbatimao, que ja
foi largamente estudado e teve suas atividades terapéuticas comprovadas cientificamente,
relacionadas a varios compostos produzidos pelo seu metabolismo secundario, como os
alcaloides, terpenos, flavonoides, esteroides e taninos. Essa planta ¢ utilizada pela industria
farmacéutica devido suas propriedades anti-inflamatorias, principalmente na formulagdo de
pomadas (LIMA, 2017).

A busca de novas moléculas com propriedades terapéuticas, ¢ facilitada pelo vasto
potencial da biodiversidade e pelo uso da bioprospeccao no Brasil. O género Senna tem sido
utilizado na medicina popular por suas atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antidiabética e antitumoral (CAMPOS, 2016). Alguns exemplos de espécies sao
a Senna rugosa e a Senna velutina, em que alguns estudos demonstram atividade antioxidante

e antimicrobiana de extratos ou compostos de alguns de seus 6rgdos (EBERHARDT, 2012;
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SANTOS, 2016). A Senna rugosa pode ser encontrada desde a regido norte até o sul do pais,
sendo mais comum na regido centro-oeste, no Cerrado (SILVA, 2018). Dentre seus usos
populares podemos citar a infusao de suas folhas e raizes como vermifugo e como de tratamento
de mordedura de cobra e rouquidao (RODRIGUES et al., 2001; VILA VERDE et al, 2003). No
entanto, ao contrario de outras espécies do género, existem poucos estudos na literatura a

respeito das propriedades farmacologicas de Senna rugosa.

2.2 Compostos fendlicos totais e flavonoides

O metabolismo primadrio das plantas ¢é responsavel pela produgdo de seus componentes
essenciais para o funcionamento e sobrevivéncia do organismo (WINK, 2015). Enquanto isso,
o metabolismo secundario atua na produc¢do de compostos responsaveis pela defesa das plantas
contra agressdes do meio ambiente, infecgdes de patogenos, defesa contra herbivoros, atrativos
para polinizadores, agentes de competicdo entre plantas e de simbiose entre plantas e
microrganismos (VIZZOTTO, 2010). Os metabolitos secunddrios das plantas sdo amplamente
utilizados pelo homem como aditivos alimentares, aromatizantes, compostos bioquimicos de
importancia industrial, ou até¢ mesmo fairmacos (AKULA, 2011). Muitos destes, sdo utilizados
na defesa contra patdgenos e sdo potenciais antimicrobianos, podendo ser utilizado em diversas
areas da sociedade e gerar um impacto econdmico significativo (SILVA, 2013).

Os compostos fenodlicos estdo entre os mais abundantes e importantes grupos de
metabolitos secundarios de plantas, com finalidade associada a inibi¢ao ou ativacdo de uma
diversidade de sistemas enzimaticos, como quelantes de metais ou sequestro de radicais livres
(SCHAFRANSKI, 2019). Dentre as suas subclasses, destacam-se os flavonoides e os acidos
fenodlicos (LUTHRIA, 2006). Esses compostos sdo responsaveis por caracteristicas especificas
dos vegetais como o sabor, o odor e a cor, o que € passado as bebidas como os vinhos € os chas
(SOUSA et al., 2007).

Flavonoides sdo polifendis naturais onipresentes em plantas no geral, além de constantes
em alimentos como frutas, legumes e chas. Sendo que destes ja foram caracterizados nas ultimas
décadas (GEORGE et al., 2017). Estes produtos naturais sdo bem conhecidos por seus efeitos
benéficos para a saude e esforcos estdo sendo gastos para isold-los. O numero de artigos e
pesquisas em torno de flavonoides aumentou de forma exponencial ao longo dos anos, muito
mais rapido do que outros campos em constituintes de alimentos. Esse aumento parece estar
relacionado a explosdo contemporanea de interesse em nutracéuticos € na propria saide em

geral (PEREZ-VISCAINO, 2018).
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Os flavonoides s3o agora considerados como um componente indispensavel em uma
variedade de aplicagdes nutricionais, farmacé€uticas, medicinais e cosméticas. Isto ¢ atribuido
as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anti-mutagénicas e anti-carcinogénicas.
As pesquisas a respeito dessa classe ainda receberam um impulso apds a descoberta de seu
envolvimento na redu¢do na taxa de mortalidade cardiovascular e na preven¢do da doenca
isquémica coronariana (DIC), mesmo que os mecanismos ainda ndo sejam bem compreendidos

(PANCHE, 2016).

2.3 Atividade antioxidante em plantas medicinais

Ha tempos ja ¢ sabido dos beneficios dos antioxidantes em plantas e alimentos, como
por exemplo no vinho. Os franceses do sul tém uma incidéncia muito baixa de doenca cardiaca
coronaria, apesar da dieta rica em gorduras e tabagismo, fenomeno que pode ser atribuido, no
minimo parcialmente, ao alto consumo de vinho tinto na regido (RICE-EVANS, 1997).
Antioxidantes sdo compostos envolvidos no mecanismo de defesa do organismo contra
patologias associadas ao ataque de radicais livres. Embora o oxigénio desempenhe um papel
importante nos sistemas biologicos das formas aerdbicas de vida, seus derivados sdo altamente
toxicos (DIMITROVA, 2017). Os radicais livres sdo produzidos como subprodutos ou produtos
finais de algumas reacdes bioquimicas que contribuem para o desenvolvimento e manutengao
das células. Altos niveis de radicais livres em sistemas normais resultam em desequilibrio entre
antioxidantes e radicais livres, o que leva a varias doengas patologicas (MASOKO, 2017).

Nos seres humanos, essas patologias podem levar ao desenvolvimento e/ou se
caracterizarem como canceres, doenca coronariana, obesidade, diabetes tipo 2, hipertensao,
catarata, doencas neurodegenerativas, incluindo as doencas de Alzheimer e Parkinson
(BARBORA, 2010). A prevencao dessas doencgas poderia ser possivel com o uso de plantas que
contenham antioxidantes naturais, € com isso seriam candidatas terapéuticas promissoras para
o desenvolvimento de novos farmacos. Uma vez que as propriedades antioxidantes de uma
espécie podem ser provenientes de compostos fendlicos, € importante avaliar o contetido de
compostos fenolicos e flavonoides, além de sua atividade antioxidante (TOHMA, 2016). Dessa
forma, o objetivo deste estudo foi determinar o teor de compostos fenolicos totais e flavonoides
de extratos metanolicos preparados a partir da raiz, casca, folhas e flores de S. rugosa, bem

como as suas atividades antioxidantes.
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3 OBJETIVOS

Determinar o teor de compostos fenolicos totais e flavonoides dos extratos metandlicos
preparados a partir da raiz, casca, folhas e flores de Senna Rugosa, bem como determinar o IC50

e avaliar sua atividade antioxidante.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal e preparo dos extratos metandlicos (EMs)

A coleta do material vegetal e preparagdo dos extratos foi realizado por Sousa (2017). A
coleta ocorreu em uma area da zona rural de Patos de Minas, ¢ o preparo dos extratos
metanolicos (EMs) realizado de acordo com o protocolo descrito a seguir.

Ap6s a coleta, a planta foi separada em Orgdos vegetais de raiz, casca, folha e flor, e
congelados em ultrafreezer a -80°C por pelo menos 48h. Posteriormente, os 6rgdos foram
liofilizados por 48 h, e triturados em um moinho de facas até serem reduzidos em um po fino.
Para a producao dos extratos de cada 6rgdo vegetal foi utilizado metanol (CH3OH, 99% de
pureza) como solvente. O volume de metanol, em mililitros (ml), foi de 10X a massa em grama
(g) da amostra triturada de cada 6rgdo. A mistura formada pelo p6 e o solvente foi acomodada
em um béquer por 72h, a temperatura ambiente e livre de luz, com agitagdo a cada 24h. Em
seguida, solugdo obtida foi filtrada em papel filtro e com o auxilio de uma bomba a vacuo. A
solucdo filtrada foi armazenada em um frasco ambar, e a por¢do solida ressuspendida
novamente em metanol, sendo estas etapas repetidas por cinco vezes para a extragdo dos
constituintes quimicos da planta. As fracdes liquidas obtidas de cada etapa de extra¢io, foram
submetidas a evaporagdo rotativa a 55°C, com pressao constante e reduzida de 500 pascal (Pa).
Ao final do processo de rotaecvaporagdo, os extratos obtidos em cada uma das cinco etapas

foram unidos e armazenados a -80°C at¢ a realizagdao dos experimentos posteriores.

4.2 Dosagem de compostos fenolicos totais

O contetdo de compostos fenolicos totais foi determinado utilizando o reagente e o

método Folin—Ciocalteu (FC) pelo método descrito por George et al. (2005). O reagente de FC
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se reduz ao oxidar os compostos fenolicos, produzindo compostos de cor azul que absorvem
luz no comprimento de onda de 760 nm. Para a construcdo da curva padrio foi utilizada solu¢ao
de 4cido galico.

Em tubos eppendorf foram adicionados 100 pL de agua e os EMs dos quatro 6rgaos ja
mencionados de Senna rugosa, em uma concentragao de 20 mg/mL. O acido galico diluido nas
concentragdes de 10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L e 40 mg/L foi utilizado como um padrao
experimental para a construcao da curva de calibragao. Uma solucao de FC foi entdo preparada
em um baldo volumétrico de 50 mL, em uma concentragdo de 20% (v/v). Posteriormente, foram
adicionados 400 pL. de uma solugdo de carbonato de sédio (75g/L), agitada em um vortex
(PHOENIX, AP 59) e deixada repousando em banho-maria (CIENTEC, CT-248) a 50°C
durante 15 minutos. Os tubos foram entdo esfriados rapidamente em um banho de gelo e levados
a um espectrofotdometro (Gehaka, UV-340G) para que seu contetido pudesse entdo ser avaliado
a 760 nm de comprimento de onda. O teor de compostos fendlicos dos extratos foi calculado
utilizando a Equacéo 1, e expresso em miligramas de equivalente de acido galico por grama de
extrato (mgEAG/g). Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados sdo valores

médios obtidos para cada extrato.

Equacio 1: (X) teor de compostos fendlicos totais em mgEAG/g; (Y) absorbancia da amostra;
(CoeL) coeficiente linear da curva do 4cido galico em pg; (CoeA) coeficiente angular da curva
do acido galico em pg; (Ext) concentracao do extrato usado no teste em pg/mL; (1000) fator de

conversao de pg para mg.

Y + el
_Fr
T Et x 1000

4.3 Dosagem de flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método colorimétrico descrito por
Hossain e Rahman (2011). Este método se baseia no uso do cloreto de aluminio, uma vez que
o cation aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides, ocorrendo na andlise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da
absor¢do. Desse modo, evita-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, sendo possivel
determinar a quantidade de flavonoides, principalmente os acidos fenolicos. Quercetina foi

utilizada como flavonoide padrdo para a construgdo da curva de calibracao.



14

Os extratos foram testados a uma concentragao de 1 mg/mL, diluidos em 4gua destilada,
sendo que 100 pL de cada extrato foi adicionado a um tubo eppendorf, acrescido de 20 uL de
cloreto de aluminio 10% (m/v) e 20 puL de acetato de potéssio a 1 M, e incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente. Os tubos foram entdo levados ao espectrofotometro para determinar as
absorbancias a 415 nm. Enquanto isso, a quercetina foi utilizada em concentragdes duplo
seriadas de 6,25 mg/mL a 200 mg/mL, para a construgdo da curva de calibra¢do da absorbancia

a 415 nm. No branco foram utilizados 100 pL de 4gua destilada.

4.4 Atividade antioxidante do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante dos extratos pode ser determinada por diferentes
metodologias, sendo que neste estudo foi empregado o método colorimétrico previamente
descrito por Brand-Williams et al. (1995). Este método se baseia na transferéncia de elétrons
para o radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) em solugao de metanol. A redugdo do DPPH
por antioxidantes presentes na amostra ¢ acompanhada pela redugao da absorbancia a 515 nm,
alterando sua coloragdo de purpura para amarelada e tendo a formagao de difenil-picril-
hidrazina. Essa diferencga gerada ¢ proporcional a atividade antioxidante do composto (SOUSA
et al, 2007).

Para a realizagdo do ensaio foram pesados 6 mg de DPPH, sendo transferido para um
baldo volumétrico e o volume foi completado com 250 mL do metanol 80%, gerando uma
solucdo de DPPH a 60 uM. O balao foi entdo coberto com papel aluminio por se tratar de uma
solucao fotossensivel. Para a construgao da curva de calibragdo de DPPH, foram preparadas
solucdes nas concentragdes 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e 60 uM.

Para o ensaio, foram utilizados 25 pL de cada um dos quatro extratos, diluidos a 1
mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL e 50 mg/mL, adicionados a 975 pL da solugdo do radical DPPH
preparada anteriormente. Em seguida os tubos foram cuidadosamente homogeneizados e
armazenados no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Para a amostra controle, foi
pipetado 25 pL de 4gua destilada. Por fim, determinadas as absorbancias a 515 nm e o metanol
80% foi utilizado para zerar o espectro. O porcentual de captacdo do radical DPPH foi calculado
em termos de porcentagem e expresso como atividade antioxidante (AA%), conforme a

Equaciao 2:

Equacio 2: (%AA) atividade antioxidante; (A“N) absorbancia do DPPH com o metanol; (AAM)

absorbancia do DPPH com a amostra; (100) fator de conversao para porcentagem.
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Os resultados foram plotados em grafico de atividade antioxidante (AA%) versus
concentragdo e os valores de IC50 (concentracdo dos extratos necessaria para capturar 50% do
radical livre DPPH) estimados de acordo com a equagao da curva. As analises foram realizadas

em triplicata e os valores do grafico foram apresentados como média + desvio padrao.

4.5 Analises estatisticas

Para a andlise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 5.01. A andlise
de variancia (ANOVA) do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides foi realizada e
utilizou-se do teste de Tukey para multiplas comparagdes. Diferengas apresentando valores de

p <0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi determinado o teor de compostos fenolicos totais presentes nos
diferentes extratos metanodlicos utilizando o método de Folin-Ciocalteu, que apresentou os
valores de 62,5 mg EAG/g na casca, 51,1 mg EAG/g nas folhas, 41,0 mg EAG/g naraiz e 27,3
mg EAG/g nas flores (Figura 1).
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Figura 1: Teor de compostos fenolicos totais (mg EAG/g) presente nos extratos metanolicos obtidos de diferentes
orgaos de Senna rugosa. Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Fonte: Proprio autor.

O metanol e o etanol estdo entre os melhores solventes para a extracdo de compostos
fenolicos (ROBY, 2013; SULTANA, 2007; SIDDHURAIJU, 2002), indicando que o teor
encontrado pode estar proximo a quantidade real presente nos diferentes 6rgaos da planta. No
entanto, devemos levar em consideragdo que a metodologia empregando o reagente Folin-
Ciocalteau possui limitacdes (SINGLETON e ROSSI, 1965), como por exemplo a sua
inespecificidade, podendo reagir com outras classes de compostos, como o acido ascorbico
(HUDA-FAUJAN, 2009), triptofano, hidrazina, hidroxilamina, tampdes biologicos contendo
amina terciaria, compostos N-hidroxila, compostos N-amino e N-heterociclos (IKAWA et al,
2003). Isso ocorre, pois, 0 método utilizando FC ndo mede exatamente o teor de fenodis e sim a
capacidade redutora da amostra (HUANG et al, 2005). Além disso, a producdo de polifenois
pelos organismos depende de fatores do meio como a luz e quantidade de agua na planta, além
dos fatores endogenos como o estagio de maturacio (HABERMANN, 2016). Isto € possivel
observar na diferenga de valores entre extratos de folhas jovens e maduras como foi

demonstrado por Abdallah (2012).
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O uso do reagente FC se deve ao fato do baixo custo e praticidade e outros métodos
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou resinas de troca idnica (IKAWA et
al, 2003), apesar de altamente eficientes sdo métodos bastante onerosos e por isso nao foram
empregados no presente estudo. Uma alternativa equiparavel em vantagens ao método de FC
mas que possui menos fatores limitantes ¢ o da oxidacdo de fendis catalisada por peroxidase
em radicais fenoxila via perdxido de hidrogénio, que neste caso ndo ¢ afetado por compostos
como sulfitos e o acido ascoérbico, o que poderia ter resultado em uma analise de maior
qualidade (NARDINI, 2018). Mas dada a frequéncia com que o método de FC ¢ utilizado na
literatura, contamos com uma enorme quantidade de dados para comparar ¢ nos basear,
tornando os resultados mais fidedignos.

Nestes resultados, o teor de compostos fendlicos totais para a casca e folha foram os
mais altos, e os daraiz e flor mais baixos, o que reforca a necessidade desta variavel ser estudada
em extratos separados para cada 6rgdo. Como casca e folha sdo 6rgaos externos das plantas,
estes s30 mais susceptiveis aos danos foto-oxidativos causados por radiagao UV. Além disso,
os compostos fenolicos e flavonoides estdo entre alguns dos componentes responsaveis pela
protecdo dos tecidos das plantas contra os danos da radiacdo, o que pode justificar o teor
encontrado nestes 0rgaos, principalmente em plantas como a Senna rugosa que sao oriundas do
Cerrado, um bioma com alta incidéncia de raios solares (NUNES, 2018). Enquanto que para a
flor, apesar de também ser um Orgdo externo € mesmo assim ter apresentado uma baixa
quantidade de compostos fenolicos, isto pode ser devido aos indicios de que mesmo em menor
quantidade geral, os compostos mais frequentemente encontrados nas flores, sdo justamente
aqueles capazes de lhes proporcionar pigmentagdo como os proprios flavonoides, mais
especificamente as antocianinas e, portanto, um certo grau de protecao aos raios UV (AGAT]I,
2012). Padrdes de absor¢ao de UV caracteristicos de flavonois sdo encontrados em plantas da
mesma espécie como na Senna velutina. Além disso, as proantocianidinas diméricas e
triméricas sao raras na natureza, mas sao frequentemente relatadas no género Senna e sdo até
mesmo utilizadas como marcadores para 0 mesmo e sao pertencentes ao grupo dos flavonoides
(CAMPOS, 2016).

A quantidade de flavonoides presente nos extratos foi determinada pelo método
colorimétrico utilizando o cloreto de aluminio, e o extrato preparado a partir das folhas foi o
que apresentou maiores valores sendo 48,30 mg EQ/g, a casca apresentou 39,22 mg EQ/g, as
flores apresentaram 32,86 mg EQ/g, enquanto o extrato das raizes apresentou os menores

valores de 22,66 mg EQ/g (Figura 2).
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Figura 2: Teor de flavonoides (mg EQ/g) presente nos extratos metanolicos obtidos de diferentes 6rgdos de Senna
rugosa. Letras diferentes representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Fonte: Proprio autor.

Como reportado na literatura, as condi¢cdes do meio, variagdes sazonais e fatores
genéticos podem influenciar a quantidade de flavonoides que pode ser encontrada nas plantas
(ARYAL, 2019). Mas, tipicamente este teor nas folhas e flores tende a ser maior quando
comparado aos demais Orgaos das plantas (DOKHANI, 2005; SABOONCHIAN, 2014). Os
flavonoides possuem uma enorme gama de funcdes nas plantas como proteger a integridade
dos cloroplastos nas folhas e proteger contra o dano oxidativo causado pela radiacao UV, sendo
as folhas geralmente as mais expostas (AGATI, 2012), o que poderia justificar o0 maior teor
destes compostos nas folhas em relacdo aos demais 6rgdos analisados. Outra funcdo dos
flavonoides esté relacionada a capacidade de coloragdo nas flores (IWASHINA, 2015), e isto,
poderia indicar que boa parte dos polifenois encontrados nas flores seriam flavonoides e um
teor semelhante ao determinado neste estudo ja foi observado em flores de Senna splendida,
com 48,70 + 3,25 (MAIA, 2017).

A atividade antioxidante (AA%) foi avaliada pelo método do sequestro dos radicais
livres DPPH pelos extratos de S. rugosa. A partir da regressao nao linear dos resultados obtidos
para as diferentes concentracdes foi possivel determinar o ICso dos extratos sendo o preparado

a partir das folhas o que apresentou o maior valor com 7,24, a raiz e flor apresentaram valores
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de respectivamente 6,61 e 6,76, enquanto a casca o menor valor com 4,90. O ICso ¢ uma medida
quantitativa que indica o quanto de uma substancia inibidora especifica é necessaria para inibir,
in vitro, um determinado processo bioldgico ou componente bioldgico em 50%, sendo
comumente usados para indicar e determinar a poténcia das capacidades inibidoras de uma
substancia, neste caso a da oxidacdo. Entdo o menor valor encontrado, indica que o 6rgao em
questdo possui componentes com maior poténcia antioxidante, enquanto o de maior indica a

maior impoténcia dentre os 6rgaos testados (Figura 3).

Figura 3: Atividade antioxidante (%) dos extratos metanolicos obtidos de diferentes o6rgdos de Senna rugosa.
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Como os fenois totais, e dentre eles os flavonoides, sdo conhecidos na literatura como
compostos com atividade antioxidante, os resultados encontrados neste estudo foram abaixo do
visto anteriormente em outros trabalhos. Apesar dos teores de fendis totais e flavonoides
encontrados nos extratos de S. rugosa apresentarem valores proximos aos encontrados para
outras plantas, principalmente considerando a grande variagdo observada entre individuos e
condi¢des (MAIA, 2017), este esta dentro de uma faixa encontrada previamente para plantas
do mesmo género Senna, como 79,37 + 4,46 para os fenois totais nas flores de Senna siamea
(BARNABY, 2016) e 87,04 + 0,0071 para os flavonoides do caule de Senna cana
(MONTEIRO, 2018). Entretanto, a atividade antioxidante apresentou valores relativamente

baixos, sendo necessarias altas concentragdes, entre 10 e 50 mg/mL para que os extratos
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apresentassem seu efeito antioxidante maximo, enquanto existem trabalhos que detectaram tal
atividade com pg/mL com Senna splendida, Senna georgica, Senna gardneri, Senna cana,
Senna pendula (MAIA, 2017, MONTEIRO, 2018). No trabalho de Eberhardt (2012), a
atividade antioxidante méxima comparavel ao padrao de acido ascorbico foi observada em uma
concentragdo de apenas 25 pg/mL para as folhas de Senna rugosa.

Uma das possiveis causas para a grande diferenca na atividade antioxidante observada
pode ter sido o longo tempo de armazenamento dos extratos, em que fatores conhecidos como
a possivel exposi¢do a luz e temperaturas ndo ideais podem desestabilizar os polifenois e
flavonoides, além de reduzir a atividade antioxidante (LIZETTE et al, 2015). Além disso, o
método DPPH também ¢é conhecido por apresentar variagdes no calculo de IC50, influenciado
pelas diferentes concentragdes de DPPH, tempo de incubagao e volume de amostra. A natureza
da reacao desse método com o antioxidante difere dependendo da natureza dos antioxidantes,
ou seja, em alguns casos a reagdo pode levar até horas para reagir totalmente ¢ tendem a mostrar
valores de IC50 significativamente mais baixos em um tempo de reacdo fixo (TAN, 2015). O
que pode ser solucionado em caso de um monitoramento da reagcao em determinados intervalos
de tempo ou relatar os resultados em porcentagem de redugdo do DPPH (TAN, 2015; ALANON
etal, 2011).

Outro possivel problema estd relacionado ao uso do DMSO para a preparacao dos
extratos no trabalho de Sousa (2017), uma vez que este atua como um solvente e permite a
dissolucdo de vérias classes de moléculas organicas. Existem diversos indicativos de que o
DMSO tem capacidade doar e receber elétrons e artigos mostram que pode atuar como
antioxidante ou mesmo como pro-oxidante, com a habilidade de interagir com algumas
moléculas do metabolismo secundario das plantas (SIQUEIRA, 2017; KHANAVI, 2015),
atuando como um solvente que permite a dissolugdo de moléculas orginicas e assim
interferindo nos resultados obtidos, e ¢ por conta destas suas propriedades que o DMSO
representa um problema quando usado como solvente no desenvolvimento de novas drogas
antioxidantes (SANMARTIN-SUAREZ, 2010; DAMASCENO, 2015; KABEYA, 2013). No
estudo realizado por Sanmartin-Sudrez (2011), a reagcdo de redugdo causada pelo DMSO foi
estatisticamente significante para todas as concentragdes testadas. Entdo ¢ de se questionar o
motivo do reagente ter sido utilizado, mas isso se deve ao fato de que no trabalho anterior de
Sousa (2017), os extratos foram diluidos em DMSO para que fossem feitas analises
microbiologicas.

Tendo em vista os resultados de atividade antioxidante, sugere-se que estudos futuros

utilizem extratos preparados com menor tempo antes do inicio dos ensaios € com um outro
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solvente como o etanol puro e sem que haja o contato com compostos capazes de interferir nas
AAs como o DMSO (DO et al., 2014). Além disso, a avaliacdo de outras classes de
componentes do metabolismo secundario de S. rugosa e derivados da glicose poderiam
complementar o estudo. De qualquer forma, trabalhos como este, auxiliam no mapeamento dos
possiveis potenciais dos recursos naturais € que podem ser complementados e aprofundados

futuramente.

6 CONCLUSOES

Os teores de compostos fenodlicos totais e de flavonoides encontrados em cada 6rgao
estdo dentro de proporgdes vistas anteriormente na literatura, neste caso com o teor de
compostos fenodlicos totais sendo encontrado em maior quantidade na casca da planta e em
menor nas flores, enquanto o teor de flavonoides sendo encontrado em maior quantidade nas
folhas e em menor nas raizes. Uma vez que estes sdo conhecidos por sua atividade antioxidante,
a mesma encontrada neste estudo pode ser considerada atipica com o que ¢ observado em outros
estudos. Dentre os motivos para isto, se destaca o longo tempo de armazenamento dos extratos
metanodlicos e a utilizagdo do DMSO em todos os extratos para a realizagdo de analises
microbiologicas no trabalho de Sousa (2017), uma vez que este possui comportamento tanto de
pro-oxidante quanto de antioxidante. Sendo recomendado que em estudos futuros evite-se o
contato com este tipo de interferente e que se realize o preparo dos extratos e 0s ensaios em

prazos menores.
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