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Resumo: Introducdo: Apesar de possuir uma ampla biodiversidade, o Brasil apresenta
dificuldades quanto a utilizacdo das espécies pois sdo poucas as que estdo catalogadas por
terem estudos limitados quanto ao seu potencial farmacolégico (RIBEIRO et al, 2014). O
estudo sobre a capacidade antirradicalar dos extratos vegetais intensificaram-se com o
desenvolvimento de doencas cronicas-degenerativas que tinham como causa a propagacédo de
radicais livres. Para o combate das espécies reativas ha os antioxidantes que sdo substancias
capazes de inibirem a reacdo dos radicais; atualmente a principal fonte antirradicalar é o
extrato de plantas (NASCIMENTO et al.,, 2011). Anadenanthera falcata (benth) Speg
pertencente a familia Fabacea, é conhecida como angico e é muito utilizada na medicina tendo
inimeras atividades biologicas ja comprovadas como antinociceptiva, antimicrobiana, anti-
inflamatéria e antioxidante (LEITE et al, 2015). Objetivo: Realizar uma analise
cromatografica e avaliar a atividade antioxidante da Anadenanthera falcata (benth) Speg.
Metodologia: A determinacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos realizada utilizando-
se da técnica por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) foi feita em um
equipamento da marca Shimadzu. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada segundo
metodologia descrita por Mensor et al (2001). A partir de 0,0025 g do extrato vegetal em 25
mL de etanol foi preparada as solucdes para a leitura, que para cada concentracdo analisada
foi retirado uma aliquota de 2,5 mL (em triplicata) e posteriormente a adicdo de 1,0 mL da
solucdo etandlica de DPPH a 0,3 mM. Para o preparo do branco (em triplicta — para cada
concentracdo), foi adicionado em cada vidro ambar 2,5 mL da solucdo teste e 1,0 mL de
ETOH 99%. O negativo foi realizado em triplicata e em cada vidro ambar foi adicionado uma
aliquota de 2,5 mL de ETOH 99 % e 1,0 mL da solucdo etandlica de DPPH. Resultados: A
amostra analisada apresentou diversos constituintes em sua composicdo quimica atraves da
analise cromatografica por HPLC. Sendo possivel observar a presenca e quantificacdo do
catecol (1,79mg/L), é&cido clorogénico (1,24mg/L), éacido cafeico (1,12mg/L), vanilina
(0,83mg/L), seringaldeido (1,61mg/L), &cido cumarico (0,37mg/L), cumarina (0,36mg/L),
acido salicilico (1,12mg/L), rutina (1,50mg/L), quercetina (0,65mg/L) e kaempferol
(1,39mg/L). Tais compostos sdo muito citados na literatura cientifica por sua acéo
antioxidante. Na avaliacdo da atividade antioxidante, a espécie estudada apresentou um
percentual de 93,10% (AAO%) na concentracio de 600pg/mL. E possivel identificar que esse
valor é similar ou superior a amostras ja citadas na literatura. Segundo Dias (2008) a espécie
Erythrina falcata (folha), na concentracdo de 1000pg/mL, apresentou AAO% de 87,73%,
sendo entdo menos efetiva que A. falcata. Consideragdes finais: Diante dos resultados
obtidos, a Anadenanthera falcata merece destaque quanto a sua capacidade antirradicalar
tendo em vista 0 crescimento pela busca de extratos vegetais que apresentem essa atividade
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devido ao aumento de patologias associadas a presenca de radicais livres. A presenca de
compostos fendlicos certamente explica o potencial antirradicar da espécie.

Palavras-chave: Anadenanthera falcata; HPLC; atividade antioxidante.
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Apesar de possuir uma ampla biodiversidade, o Brasil apresenta dificuldades quanto
a utilizacdo das espécies pois sdo poucas as que estdo catalogadas por terem estudos limitados
quanto ao seu potencial farmacoldgico (RIBEIRO et al, 2014).

O emprego de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos, com objetivo de
tratar, curar e prevenir patologias é considerado como uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade. Os produtos derivados de fontes naturais sdo importantes para a
fabricacdo de novos medicamentos ao passo que muitos deles séo capazes de tratar diversas
enfermidades, agindo como  hipoglicemiantes, antibacterianos, anticoagulantes,

antiparasitarios, imunossupressores, antioxidante e anticancerigenos (ANDRADE et al, 2018).

O inicio do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres
ou em detrimento da velocidade de remocdo desses. Este processo conduz a oxidacdo de
biomoléculas com consequente perda de suas funcdes biologicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(BRABOSA et al, 2010).

O estudo sobre a capacidade antirradicalar dos extratos vegetais intensificaram-se
com o desenvolvimento de doencas cronicas-degenerativas que tinham como causa a
propagacao de radicais livres. Para o combate das espécies reativas ha os antioxidantes que
sdo substancias capazes de inibirem a reacdo dos radicais; atualmente a principal fonte
antirradicalar € o extrato de plantas (NASCIMENTO et al., 2011).

Perante a diversidade de moléculas bioativas, 0 emprego de espécies vegetais tem se
tornado um recurso terapéutico alternativo acolhido em grande escala por parte da populagédo
ao mesmo tempo que vem aumentando o interesse da comunidade médica, desde que sejam
plantas medicinais cujas acdo biologicas tenham sido comprovadas cientificamente
(BEZERRA, et al., 2017).

Anadenanthera falcata (benth) Speg pertencente a familia Fabacea, € conhecida
como angico e é muito utilizada na medicina tendo indmeras atividades bioldgicas ja
comprovadas como antinociceptiva, antimicrobiana, anti-inflamatoéria e antioxidante (LEITE

et al, 2015). Dessa forma, este trabalho teve como objetivo principal realizar uma analise
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cromatogréfica e avaliar a atividade antioxidante da espécie vegetal Anadenanthera falcata

(benth) Speg, atraves de ensaios laboratoriais.

METODOLOGIA

Obtencéo da amostra

Amostras das folhas de Anadenanthera falcata (benth) Speg foram coletadas e
levadas para laborat6rio onde foram colocadas em estufa a 70° C até atingirem peso constante

e posteriormente foram triturados em moinho.

Para a preparagdo do extrato a amostra vegetal foi macerada em etanol PA com
quantidade suficiente para cobrir o material, protegido da luz e com troca de solvente a cada
24h durante 3 dias. Apos este periodo, com auxilio de funil e gaze, o extrato fluido foi filtrado
e concentrado em evaporador rotatério (Fisaton 802D), em temperatura variavel de 35 a 40° C
e 117 rpms. O extrato vegetal etanolico das folhas foi armazenado em frasco hermeticamente
fechado, num local fresco e ao abrigo da luz e foi submetido as analises de HPLC e

antioxidante.

Quantificacdo de compostos fenolicos por CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia)

Para os padrdes (acido galico, catecol, acido vanilico, acido salicilico, vanilina,
seringaldeido, acido cumarico, acido clorogénico, cumarina, rutina, quercetina, kaempferol,
acido cafeico) foram preparadas solucBes-estoque com concentracdo de 40 mg L-1 em
agua/alcool a 30%/70%. O método utilizado para a quantificacdo foi o da padronizacédo
externa. Para a construcdo das curvas analiticas, foram realizadas diluicGes de uma solucao
intermediaria, contendo uma mistura de todos os padrées, sendo que esta foi obtida por meio
da diluicdo das solucbes-estoque previamente preparadas. Nesta solucdo intermedidria,
todos os padrbes encontraram-se na concentracdo de 10 mg L-1. Foram utilizados como fase
moével para a eluicdo dos compostos analisados a solugdo de acido férmico a 1% em agua
milli-Q (Solvente A) e etanol (Solvente B). As amostras e os padrées foram diluidos de
acordo com um gradiente que inicia em 7% de etanol e vai aumentando até chegar em 85%,
totalizando uma corrida de 80 minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 290 nm,
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numa temperatura de 33°C, fluxo de 0,6 mL min™ e volume de injecdo de 20 pL. As amostras
e os padrfes foram filtrados em membrana de polietileno de 0,45 um (Milipore) e injetados
diretamente no sistema cromatogréfico. Cada injecdo foi realizada trés vezes no sistema
CLAE, com a finalidade de se obter a média das concentracbes e dos tempos de
retencdo. Sendo assim, a identidade dos analitos confirmada pelo tempo de retencao, e o perfil
dos picos da amostra, comparados aos dos padroes.

Avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante pelo método do radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazila - DPPH

O método para captura do radical livre DPPH baseia-se na transferéncia de elétrons
de uma substéncia antioxidante ou de uma espécie radicalar. A transferéncia de elétrons é
perceptivel pela mudanca de coloracdo, em que o DPPH de coloracdo purpura é reduzido a
difenil-picril-hidrazina de coloracdo amarelada, com consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo ser monitorado pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO et al.,
2011).

Através das absorbancias adquiridas € possivel determinar o porcentual de atividade
antioxidante (AAO%), que consiste basicamente na quantidade de DPPH consumido por uma
determinada substancia com acdo antioxidante na captura do radial e/ou porcentagem de
DPPH remanescente no meio reacional. Desta forma, também pode ser avaliada concentracao
eficiente (CEso), também chamada de concentracéo inibitoria (Clso), onde quanto maior for o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera o resultado do CEso e maior o seu potencial
antioxidante (RODRIGUES et al., 2013).

O teste quantitativo foi realizado segundo metodologia descrita por Mensor et al
(2001). A partir de 0,0025 g do extrato vegetal em 25 mL de etanol. Em seguida foi preparada
as solucdes para a leitura, que para cada concentracdo analisada foi retirado uma aliquota de
2,5 mL (em triplicata) e posteriormente a adicdo de 1,0 mL da solucédo etandlica de DPPH a
0,3 mM. Para o preparo do branco (em triplicta — para cada concentragdo), foi adicionado em
cada vidro ambar 2,5 mL da solucdo teste e 1,0 mL de ETOH 99%. O negativo foi realizado
em triplicata e em cada vidro ambar foi adicionado uma aliquota de 2,5 mL de ETOH 99 % e

1,0 mL da solucéo etanolica de DPPH.

O teste foi realizado com um auxilio de um espectrofotometro UV-VIS com um

comprimento de onda de 518 nm, no qual foi realizado a leitura das solugdes e assim a
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obtencdo das absorbancias, que foram convertidas em potencial antioxidante através da

equacéo 1.

Equacdo 1:

100 — (ABSA — ABSE X 100)

AAQU = ABSC

RESULTADOS E DISCUSSOES

Quantificacdo de compostos fenolicos por HPLC

Para quantificar e identificar os compostos fendlicos, as amostras foram injetadas no
HPLC e a partir da comparacao de retencao dos padroes de polifendis, foi possivel realizar tal
procedimento. Conforme resultados dispostos na tabela 1. Tais compostos sdo muito citados
na literatura cientifica por sua acdo antioxidante.

Tabela 1- Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por HPLC em Anadenanthera
falcata (benth) Speg

Compostos Fenolicos Concentracéo
Catecal 1,79 mg/L
Acido clorogénico 1,24 mg/L
Acido cafeico 1,12 mg/L
Vanilina 0,83 mg/L
Seringaldeido 1,61 mg/L
Acido cumérico 0,37 mg/L
Cumarina 0,36 mg/L
Acido salicilico 1,12 mg/L
Rutina 1,50 mg/L
Quercetina 0,65 mg/L
Kaempferol 1,39 mg/L

Fonte: Dados do autor.

Os compostos fendlicos sdo fitoquimicos que possuem acdo antioxidante, evitando a
formacdo de radicais livres ou retardando a oxidacdo nos seres vivos e plantas. Este processo,
acontece por meio da neutralizacdo da estrutura quimica e/ou sua acao redutora. Portando a

ingestdo de compostos fendlicos traz beneficios ao organismo humano. Estudos cientificos
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comprovam que este grupo de metabolitos, possuem acéo antioxidante, evitando o surgimento
de doencas cronico degenerativas (DEBORA, et al, 2018).

Avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante pelo método do radical 2,2-
difenil-1-picrilidrazila - DPPH

Na avaliacdo da atividade antioxidante, a espécie estudada apresentou um percentual
de 93,10% (AAQO%) na concentragdo de 600ug/Ml, conforme tabela 2.

Tabela 2- Percentual antioxidante de Anadenanthera falcata (benth) Speg

AMOSTRA CONCENTRACAO PERCENTUAL
Anadenanthera falcata (benth) 600 pg/mL 93,10 %
Speg

Fonte: Dados do autor.

E possivel identificar que esse valor é similar ou superior a amostras ja citadas na
literatura. Segundo Dias (2008) a espécie Erythrina falcata (folha), na concentracdo de

1000ug/mL, apresentou AAO% de 87,73%, sendo entdo menos efetiva que A. falcata.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, a Anadenanthera falcata merece destague quanto a
sua capacidade antirradicalar tendo em vista o crescimento pela busca de extratos vegetais que
apresentem essa atividade devido ao aumento de patologias associadas a presenca de radicais
livres. A presenca de compostos fendlicos certamente explica o potencial antirradicar da

espécie.
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