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Resumo:

A utilizacdo de medicamentos a base de plantas conhecidas por seu efeito terapéutico € uma pratica comum em
todo Brasil. Neste contexto, algumas plantas tém sido estudadas, como fonte rica em substancias antioxidantes.
Estas substancias sédo responsaveis por evitar o estresse oxidativo (caracteristico da producéo exacerbada de
radicais livres) e seus diversos efeitos maléficos para o nosso organismo, incluindo o cancer e o diabetes. A
busca por antioxidantes naturais tem crescido na tentativa de eliminar e/ou diminuir o consumo dos antioxidantes
sintéticos, que podem trazer prejuizos a saude humana. Levando em consideracdo, a vasta biodiversidade do
Estado de Alagoas, a realizacdo de pesquisas voltadas para a busca de antioxidantes oriundos de plantas e de
uma melhor maneira de extracdo dos mesmos, pode contribuir significativamente para o progresso cientifico do
estado.
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Introducéo:

As plantas medicinais sdo frequentemente apresentadas como um grande potencial para a origem de
novos farmacos, sendo uma fonte de novas substancias bioativas (FAUSTINO et al.,, 2010). A producéo
exacerbada de radicais livres pelos processos fisiolégicos do organismo pode acarretar em envelhecimento
precoce, cancer, aterosclerose, diabetes, cardiopatias, e outras doencas cronico-degenerativas, tornando
indispensaveis os estudos voltados a identificacdo de substancias capazes de inibir ou diminuir a producéo
destes radicais (PERON et al., 2001; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

Em 2007, Halliwell definiu que um antioxidante é "qualquer substéancia que retarda, impede ou elimina
os danos oxidativos para uma molécula-alvo”. As reagdes de oxidagao produzem radicais livres que podem iniciar
multiplas rea¢des em cadeia que, podem causar danos ou morte para a célula. Os antioxidantes removem estes
intermediarios de radicais livres, e inibem outras reacfes de oxidagdo, impedindo assim, que ocorram essas
reacdes em cadeia prejudiciais (SHEBIS et al., 2013).

A didlise pode ser usada para introduzir ou remover moléculas pequenas de uma amostra, dada a sua
capacidade de se moverem através de uma membrana semipermeavel para uma segunda camara de liquido
(porcdo externa da membrana) (WALKER, 2009). Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a
capacidade antioxidante in vitro. Dentre estes métodos, destaca-se o seqliestro do radical livre estavel DPPH?®,
onde o DPPH* é reduzido formando 2,2-difenil-picril-hidrazina (DPPH-H). Este método esta baseado no
descoramento de uma solu¢do composta por radicais DPPH* de cor violeta qguando da adicdo de substancias
gue podem ceder um atomo de hidrogénio. Baseia-se, portanto, na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante. (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Os antioxidantes sintéticos fendlicos séo
amplamente utilizados pela indistria de alimentos como inibidores da lipoperoxidacdo. Entretanto, estes
compostos tém sido relacionados aos possiveis efeitos deletérios & satde (REGO JUNIOR, N. O. et al., 2011).
Por esta razao, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura sobre a capacidade antioxidande
de duas espécies de plantas utilizando o médoto de extracdo por dialise, visando a busca por antioxidantes
naturais que possam ser extraidos por processos mais rapidos e livres do uso exagerado de solventes organicos.

Metodologia:

1.Local de coleta

As espécies vegetais Amburana cearenses (FABACEAE) e Delonix regia (FABACEAE) foram coletadas
no Povoado Lagoa dos Porcos, no Municipio de Estrela de Alagoas, localizado na regido agreste do estado.

2.Preparo dos extratos aquosos

O material vegetal de cada espécie foi submetido a secagem a sombra, em temperatura ambiente e local
ventilado, em seguida picado, pesado e submetido a extra¢cdo com agua destilada, aqui foram obtidos os extratos
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brutos de cada espécie. Em seguida, esses extratos foram colocados em contato com &gua fria e quente. No
primeiro, o material vegetal foi colocado em um béquer com adicao de 500 mL de agua fria destilada (temperatura
ambiente 25 °C) e no segundo o material vegetal foi colocado num béquer com adicdo de 500 mL de 4gua quente
destilada (100 °C). Nesta etapa, duas amostras (fria e quente) de cada espécie foram obtidas para a separacao
por dialise.

3. Separacéo por dialise

Para realizar a separacdo dos metabdlitos secundarios por dialise foram utilizados os dois tipos de
extratos obtidos para todas as espécies. A dialise foi realizada com a utilizacdo de membrana sintética, na qual
adicionou-se 120 mL dos extratos quente e frio de cada espécie. As amostras (membrana+extrato) foram imersas
em 360 mL de agua destilada, por um periodo de 48 horas. Cada amostra foi submetida a secagem por liofilizagao
para posterior realizacdo dos testes antioxidantes. Assim, quatro amostras foram obtidas: frages (fria e quente)
interna e externa de cada espécie.

4. Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH

A determinagcdo da capacidade antioxidante das amostras foi feita de acordo com Saénchez-Moreno e
colaboradores (1999) com algumas modificacdes. A capacidade antioxidante foi determinada monitorando-se a
reacdo entre o radical livre DPPH e os extratos, através da medida do decréscimo da absorvéncia a 516 nm,
emespectrofotdmetro (UV-vis modelo Multispec — 1501 Shimadzu, Japdo). Solu¢des aquosas dos extratos foram
preparados de forma que sua concentragdo final dentro da cubeta fosse 50 ug mL™. No preparo das misturas
reacionais foram utilizados 0,3 mL da solugdo dos extratos e 2,7 mL da solu¢éo metandlica de DPPH (40 pg mL-
1) e suas medidas de absorvancia foram feitas a 516 nm. Fez-se um controle com 0,3 mL da solugdo do extrato
da amostra e 2,7 mL de metanol para verificar o espectro da amostra.

A percentagem da capacidade sequestradora de radicais (RSA - radical scavenging ability) de cada amostra
foi calculada utilizando a equagéo 1:

% RSA = [(AbScontrole - AbSamostra) / AbScontrole] x 100 (1)

Abscontrole € @ absorvancia inicial da solucdo metandlica de DPPH® e Absamostra € a absorvancia da mistura
reacional (DPPH® + amostra). As reacdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como
% RSA média + desvio padréo.

Resultados e Discusséo:

A Tabela 1 apresenta os resultados da capacidade antioxidante pelo método do DPPH* para os extratos
de cada espécie de planta e suas fracdes apés extracao pelo método de dialise. Nota-se que todas as amostras
apresentaram capacidade sequestradora frente ao radical DPPH, sendo o destaque para as fracGes externa frio
e interna quente de umburana com valores acima de 80%. Observa-se para a espécie Delonix regia que 0s
valores de RSA foram maiores para as fracdes internas frio e quente qguando comparados aos valores das
respectivas fracdes externas, indicando que a influéncia da elevagéo da temperatura néo foi tdo acentuada e,
ainda, que a melhor atividade antioxidante esta associada a moléculas maiores nesta espécie vegetal, uma vez
gue, essas moléculas ndo séo capazes de permear através dos poros e portanto, permanecem na por¢ao interna.
Em contrapartida, a mesma observagdo ndo pode ser feita para a espécie Amburana cearenses, onde a
temperatura provoca altera¢des importantes. Ao observar os extratos brutos frio e quente, nota-se que o extrato
bruto quente apresentou valores menores que o extrato frio. Ao aplicar a separacgéo por dialise, observa-se que
a fracdo externa fria apresentou valor de RSA (%) maior em relacdo a fragcéo interna fria, indicando maior
potencial antioxidante das moléculas de menor tamanho, nesta menor temperatura. Ja quando aplicado o mesmo
método de separagdo ao extrato bruto obitido a quente ocorreu uma condi¢&o inversa, onde as moléculas retidas
pela membrana, possuem maior valor de RSA (%), quando comparada com a sua respectiva fracdo interna
guente, isto indica que o método de separacéo por didlise foi determinante para encontrar a fragcdo mais ativa,
independente da temperatura adotada no momento de extracdo. O tamanho das moléculas potencialmente
antioxidantes, podem variar bastante, indo desde acidos fendlicos com sete atomos de carbono e/ou carotenoides
com quarenta atomos de carbono (SCOTTI et al, 2007).

Tabela 1: Valores da percentagem da capacidade sequestradora de radicais RSA (%) de cada amostra.

D. regia A. cearenses
Amostras RSA (%) RSA (%)
EXTBFrio 31,3+1,2 31,9+0,3
EXTBQuente 30,6 +0,1 19,3+1,9
FREXTERFrio 30,7+1,6 85,8 + 13,7
FREXTERQuente 31,2+1,1 37,1+25
FRINTERFrio 44,8 + 2,7 12,3+1,7
FRINTERQuente 40,7+ 1,5 82,4+0,1

EXTBFrio — extrato bruto a frio; EXTBQuente — extrato bruto a quente; FREXTERFrio — frac@o externa a frio; FREXTERQuente — fragdo externa a quente;
FRINTERFrio - fragdo interna a frio; FRINTERQuente — fracdo interna a quente.
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Conclusodes:

Os resultados obtidos neste trabalho, revelam que as espécies D. regia e A. cearenses possuem
capacidade antioxidante. Maiores atividades estdo associadas as fragcdes internas no caso da D. regia, com
pouca influéncia da temperatura sobre a agdo antioxidante. No caso da A. cearenses, as amostras obtidas a
guente demostram maior atividade na fracdo interna com moléculas maiores, enquanto as amostras obitidas a
frio demostram maior agéo na fracéo externa com moléculas menores.
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