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RESUMO

A fitoterapia é o uso de plantas ditas medicinais no tratamento de doencas, sendo que este
conhecimento € transmitido pelas geracdes. Estudos descrevem que algumas doencas tem
como causa os radicais livres, que sao gerados pelas reacdes fisioldgicas sendo neutralizados
pelos antioxidantes que podem ser produzidos pelo metabolismo ou obtidos por alimentos e
bebidas. A Escada de Macaco (Bauhinia splendens) é utilizada pela populacdo amazénica
para o tratamento de infec¢des e como anti-inflamatério e desta forma, o objetivo desta
pesquisa foi de avaliar a atividade antioxidante da Bauhinia splendens pelo método de
sequestro do radical livre utilizando o reagente 2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Foi
preparado extrato etandlico do cip6 da planta adquiridas em ervarias do municipio de Porto
Velho/RO sendo submetido a prospeccao fitoquimica e posteriormente as diluicdes de 250,
500 e 750 pg.ml! foram analisadas o potencial antioxidante pelo método de sequestro do
radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Nos experimentos, a amostra apresentou
resultado positivo para os metabdlitos secundarios cumarinas, flavonoides, saponinas,
alcaloides e taninos. Em relagéo a atividade antioxidante, as amostras resultaram percentuais
entre 60,8 a 86,6% de forma crescente conforme o aumento na concentracdo das amostras.
Diante dos resultados apresentados a atividade antioxidante da Bauhinia splendens esta
associada aos flavonoides identificados, porém acdo antioxidante significativa ocorreu em
concentragdes elevadas.

Palavras-chave: DPPH, Bauhinia Splendens, Antioxidante, Escada de macaco.

ABSTRACT
Phytotherapy is the use of so-called medicinal plants in the treatment of diseases, and this
knowledge is passed down through generations. Studies describe that some diseases are
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caused by free radicals, which are generated by physiological reactions and are neutralized
by antioxidants that can be produced by metabolism or obtained by food and beverages. The
Monkey Ladder (Bauhinia splendens) is used by the Amazonian population for the treatment
of infections and as an anti-inflammatory and thus, the objective of this research was to
evaluate the antioxidant activity of Bauhinia splendens by the free radical scavenging
method using the reagent 2.2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). An ethanol extract of the
plant's vine purchased from herbalists in the city of Porto Velho/RO was prepared and
subjected to phytochemical prospecting and subsequently the dilutions of 250, 500 and 750
pg.ml-1 were analyzed for antioxidant potential by the DPPH radical scavenging method
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). In the experiments, the sample showed positive results for
the secondary metabolites coumarins, flavonoids, saponins, alkaloids and tannins. Regarding
the antioxidant activity, the samples resulted in percentages between 60.8 and 86.6%,
increasing according to the increase in the concentration of the samples. In view of the results
presented, the antioxidant activity of Bauhinia splendens is associated with the identified
flavonoids, but significant antioxidant action occurred at high concentrations.

Keywords: DPPH, Bauhinia Splendens, Antioxidante, Escada de macaco.

1 INTRODUCAO

A medicina popular gerou aos longos dos anos, um conjunto de saberes sobre a
utilizacao de plantas classificadas como medicinais, e que sdo transmitidas pelas geracdes.
Esta pratica é conhecida como fitoterapia tendo aplicacdo em diversas patologias e sendo
considerado um recurso de baixo custo que, em diversos casos, podem ser somadas a terapia
medicamentosa convencional (BRUNING et al., 2012; SANTOS; RIEDER, 2013).

Dentre as acdes farmacologicas mais pesquisadas atualmente, a atividade
antioxidante apresenta destaque, visto a relacdo direta com o desenvolvimento de canceres,
além da aplicagdo na estética, pois estas moléculas inibem os processos oxidativos celulares
e, assim, estudos revelam os beneficios do consumo de alimentos e fitoterapicos com acgéo
antioxidante a saude humana, propiciando o desenvolvimento de novos métodos de
determinacéo da atividade antioxidante de espécies vegetais (PERES-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006).

As reagdes de oxidacdo sdo processos naturais que levam a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células e que, em alguns casos, ocorre a producao
de radicais livres (ROESLER et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2014). A producéo
excessiva destes radicais pode desencadear efeitos deletérios aos processos fisioldégicos onde
as provaveis hipoteses para a producéo exacerbada destes séo: excesso de exercicios fisicos,
exposicdo exagerada ao sol, tabagismo, ingestdo de alimentos fritos, doencas

neurodegenerativas, entre outras doengas que interferem na qualidade de vida
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(VASCONCELOS et al., 2014), ou seja, os radicais livres podem surgir de fontes enddgenas
ou exégenas (CARRION; CAYETANO, 2020).

Quimicamente, os radicais livres sdo espécies quimicas instaveis, com elétrons
desemparelhados na camada de valéncia, que interagem com outras moléculas extraindo ou
doando elétrons, a fim de estabilizar seus orbitais externos, convertendo estes, em radicais
livres (SLULLITEL, 2012; CARRION; CAYETANO, 2020). Devido aos danos a satde
causados pela producdo em excesso destes radicais, 0 metabolismo desenvolveu mecanismos
de defesa enddgenos, definidos como antioxidantes (ROESLER et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2014), todavia, estes agentes tambem séo encontrados em alimentos
e bebidas diversas.

Os antioxidantes e os radicais livres tém sido investigados nos ultimos anos, em
relacdo tanto as suas fungdes quanto as suas caracteristicas e suas aplicacGes. Esses
antioxidantes sdo substancias que vao atuar inibindo ou atrasando a oxidacdo e/ou
bloqueando os radicais livres que danificam as células, o que permite uma recuperacdo da
estrutura quimica estavel. Alimentos a base de plantas aumentam a defesa antioxidante
diretamente ou indiretamente, ativando o sistema de desintoxicagdo e 0s antioxidantes
enddgenos, sendo assim, a dieta € de extrema importancia na prevencdo de doencas
relacionada ao estresse oxidativo (FERNANDES; BIZERRA, 2020; CARRION;
CAYETANO, 2020).

Entre as inlmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontra-se a Bauhinia
splendens (BS), nome atribuido em homenagem ao botéanico franco-suico Gaspar Bauhin.
Este género possui aproximadamente 300 espécies amplamente distribuidas nas florestas
tropicais e subtropicais e no Brasil sd0 encontradas 64 espécies (SILVA-LOPEZ; SANTOS,
2015). A BS ¢ popularmente conhecida como “escada-de-macaco” ou “escada-de-jabuti”, e
apresenta emprego farmacoldgico contra processos infecciosos e inflamatdrios sendo
consumidos na forma de cha do cip6 que, segundo a pesquisa realizadas por Silva e Filho
(2002), possui inumeros beneficios atuando nos processos dolorosos e diabetes.

Desta forma, objetivo desta pesquisa foi o de avaliar a atividade antioxidante da
Bauhinia splendens por método de sequestro do radical livre utilizando o reagente 2,2
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) visto o interesse crescente no uso de fitoterapicos com

acOes antioxidantes devido a relagédo entre os radicais livres e a agdo carcinogénese.
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2 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi de carater experimental de cunho exploratério qualitativo e
quantitativo realizado nos laboratérios de Bromatologia e Farmacotécnica do Centro
Universitario Aparicio Carvalho — FIMCA, localizado no municipio de Porto Velho/RO. As
amostras da planta foram adquiridas em ervaria do municipio sendo um total de 10 pacotes,
todos do mesmo lote e proximidade na data de embalagem, excluindo-se as amostras
contendo fungos ou que ndo apresentassem boas condi¢fes de uso a partir de analise visual.

O procedimento de secagem foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Silva et al. (2015), onde as amostras do cipé da Bauhinia splendens foram submetidas a
secagem em estufa com circulacéo de ar a 40°C por 72 horas. O preparo do extrato bruto
ocorreu conforme metodologia descrita por Alves et al. (2018), sendo empregada a técnica
de extracdo exaustiva por maceracdo do material e utilizado como solvente o alcool etilico
P.A. com tempo de extracdo de 28 dias. A cada 7 dias, o extrato foi submetido a recuperacao
de solvente em evaporador rotativo.

A partir do extrato etandlico bruto obtido pela descricdo anterior, foi realizada a
prospeccao das classes de metabolitos secundarios de acordo com Reginatto (2017). As
classes fitoquimicas que foram analisadas foram: alcaloides, cumarinas, antraquinonas,
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos e esteroides.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método DPPH conforme
descrito por Mensor et al. (2001). O preparo da solucdo padrdo de DPPH foi realizado a
partir de uma solucéo estoque de 60 pg.mL™* em metanol P.A. tendo sido diluido nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg.mL* para construcéo da curva de calibragdo. As
amostras a serem analisadas foram preparadas a partir do extrato seco nas concentracoes de
125, 250, 500 e 750 pg. mL* utilizando como solvente, o etanol P.A.

A primeira analise realizada foi a construcdo da curva de calibracdo, onde uma
aliquota de 4 ml de cada uma das concentracdes foi transferida, em ambiente escuro, para
cubetas de quartzo e posteriormente foi realizada leitura em um espectrofotdmetro UV/VIS
(Quimis®) a 515 nm, utilizando o alcool metilico a fim de calibrar o espectrofotémetro.

Para anélise das amostras, uma aliquota de 0,1 mL de cada concentracdo foi
transferida, em ambiente escuro, para uma cubeta de quartzo contendo 3,9 mL da solugéo
padrdo do radical DPPH na concentragio de 60 pg.mL?, seguida da leitura no
espectrofotdmetro no mesmo comprimento de onda (515nm).

Todas as analises espectrofotométricas foram realizadas em triplicata e os resultados

das absorbancias foram submetidos a equagdo da reta de DPPH obtida no software Excel
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Microsoft® para célculo do consumo do radical em g DPPH. Foi utilizado como branco o
alcool metilico P.A. e o controle negativo empregado foi uma solugdo com 3 ml de metanol
e 1 ml de DPPH 60 pg.mL?* (MENSOR et al., 2001), e posteriormente foi calculado o
percentual da atividade antioxidante (AA%) de cada espécie a partir da equacédo 1 para medir

a absorbancia.

Equa(}ﬁo 01 AA%: 100 - {[( AbSamos[ra - AbSbranco) X 100]/ AbScontrole}

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Baseado na metodologia descrita por Reginatto (2017), foram obtidos os seguintes
resultados no teste de identificacdo de classes metabolicas por método colorimétrico, no

quadro abaixo:

Quadro 01 - Resultados da prospeccao fitoquimica dos extratos brutos

(7]
@ %)
8 5 S g = g z
= £ 'S = = = c
Teste de Classe = 3 = S = S =
£ & > = o = e
o £ e 2 < t
<
Extrato etandlico de + } + + + - +
B. splendens

Legenda: (+) presenca da classe de compostos; (-) Auséncia da classe dos compostos
Fonte: (Autoria Prdpria, 2021)

A partir dos resultados do teste de classe em extrato etandlico dos cipos da BS
constatou-se resultados positivos para as seguintes classes: cumarinas, flavonoides,
saponinas, alcal6ides e taninos, assim como na pesquisa realizada por Silva; Filho (2002)
em um estudo de identificacdo de classes nas plantas do género Bauhinia.

No teste de classe realizados com extratos das Bauhinia pulchella (CARVALHO et
al., 2018), B. forficata, B. monandra (MENEZES et al., 2007), B. ungulata (PAULA et al.,
2015) e B. cheilantha (SOBRINHO, 2010), foi identificado a presenca de flavonoides, e na
B. cheilantha o composto foi isolado em uma pesquisa, alem disso, de acordo com estudos
realizada por Filho (2009), confirmam a presenca de flavonoides nas plantas do género
Bauhinia, o que sustenta as propriedades terapéutica da planta.

De acordo com a prospeccdo fotoquimica realizada por Nogueira et al. (2013),
utilizando as folhas da B. forficata, foram identificadas as classes: alcaloides, flavonoides,
saponinas e taninos, enquanto na pesquisa de Simdes; Almeida (2015), do qual utilizou o

caule, foi identificado a presenca apenas de flavonoides e taninos. A analise do extrato bruto
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alcoolico B. glabra, em uma andlise de seu extrato bruto, apresentou em sua composi¢ao
importantes classes metabdlicas, como flavonoides, cumarinas, taninos e saponinas, que
também estdo presentes na B. splendens, mas, por outro lado, no extrato B. candicans, foi
constatado a auséncia de flavonoides, mas a presenca de alcaloides, saponinas e taninos foi
confirmada (CAMPOS, 2014; ROSA et al., 2016).

Os flavonoides, possuem em sua formula quimica pelos menos um anel aromatico
ligado a uma ou mais hidroxilas, que sdo antioxidantes multifuncionais, e podem combater
os radicais ao doar um atomo de hidrogénio (H'*), ou de uma hidroxila (OHY) da sua
estrutura aromatica (OLIVEIRA, 2019).

As cumarinas, segundo Araniti et al. (2015) séo lactonas decorrentes de compostos
fendlicos e estudos indicam que essas substancias podem ser utilizadas como alternativas
aos herbicidas comerciais, uma vez que ha trabalhos na literatura que relatam o seu efeito
antioxidante (GOVEA, 2018).

As saponinas podem ter uma vasta atividade biologica e farmacologica, como
inseticidas, antiprotozoarios, anti-inflamatérios, leishmanicidas entre outras propriedades
que deixam as saponinas como uns dos metabdlitos secundarios de grande valor
farmacoldgico e, vale destacar, que as saponinas enquadram-se como glicosideos sollveis
em agua que apresentam propriedades surfactantes e hemoliticas, distribuidas em suas
caracteristicas estruturais anfifilicas (VALDES et al., 2015; MOGHIMIPOUR; HANDALL,
2015).

Os dados obtidos na pesquisa de German (2019) demonstram atividade antioxidante
de alcaldides em extratos vegetais. Os alcaldides pertencem aos compostos organicos
ciclicos que possuem nitrogénio, sendo conhecidos como uma das classes de metabdlitos
secundarios mais pesquisadas devido sua capacidade de desempenhar fungdes antitumorais,
portanto, os alcal6ides tém se mostrado uma substancia muito promissora por estar
amplamente difundida em pesquisas de novos farmacos (MARQUES; LOPES, 2015).

Os taninos, sdo compostos que podem ser encontrados em varias partes dos vegetais
apresentando como funcdo a defesa e protecdo do vegetal, além de atuar contra
microorganismos patogénicos, sendo constituidos por polifendis hidrossolGveis e
condensados (AZEVEDO et al., 2015), que possui atividade antioxidante, conforme a
pesquisa realizada por Wyrepkowski et al. (2014), dos quais utilizaram o extrato etanolico
da casca e do caule de Caesalpinia férrea onde o resultado mais expressivo foi a presenca de

taninos hidrolisaveis.
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O metodo de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) possibilita a avaliacao da atividade
antioxidante de maneira facil, por ser um radical livre organico e assim, muito empregado
em analises in vitro de extratos vegetais (PIRES et al., 2017; MENSOR et al., 2001). Este
método de analise de radicais livres é baseado no descoramento de uma solucdo composta
por radicais estaveis do reagente DPPH de cor violeta em solugdo em metanol. Substancias
antioxidantes podem doar um atomo de hidrogénio ou transferir um elétron para molécula
de DPPH, se tornando uma molécula estavel, fazendo a mudanca de cor para amarelo palido,
resultando na diminuicdo da absorbancia do radical DPPH, monitorado por um
espectrofotdmetro para determinar a capacidade antioxidante, sempre realizado no escuro,
pois a luz interfere na reacdo do radical DPPH, alterando os resultados finais (OLIVEIRA,
2019).

Tabela 2 — Resultados obtidos através do célculo de atividade antioxidante da Bauhinia splendens e do controle
ositivo.

Concentragéo 125 pg.mL* 250 ug.mL*? 500 pg.mL* 750 pg.mL*
Bauhinia splendens 60,8% 67,7% 84,9% 86,6%
Ginko biloba 96,2% 98,4% 99,1% 99,6%

Ao buscar pesquisas sobre a atividade antioxidante da Bauhinia splendens, nao foi
encontrado estudos que apresentem o potencial da planta assim como o resultado da
prospeccédo fitoquimica utilizando o cip6 como amostra. A partir do percentual calculado
através da metodologia descrita em Mensor et al. (2001) observou-se que em maiores
concentragdes, apresentou atividade antioxidante significativa.

Relacionando estes resultados com os testes de classe quimica, pode-se concluir que
a existéncia das classes quimica identificadas, propiciaram os valores dos resultados obtidos
no extrato etandlico analisado pelo método DPPH, porém os resultados significativos
encontrados podem apresentar toxicidade devido as elevadas concentracgdes.

Em busca de discutir os resultados, foi encontrado pesquisas que realizaram a
atividade antioxidante em outras espécies de Bauhinia tendo sido selecionados aqueles que
utilizaram as folhas ou cip06 utilizando solventes alcodlicos para o preparo do extrato devido
a semelhanca na polaridade.

Os extratos etandlicos das B. pulchella (CARVALHO et al., 2018), B. monandra
(ARGOLO et al., 2004; ADEROGBA; OGUNDAINI; ELOFF ., 2006; OLIVEIRA et al.,
2020), B. microstachya (BIANCO; SANTQOS, 2010), B. longifolia (SANTOS; JUNIOR;
KUSTER, 2017), B. kalbreyer (MURILLO et al., 2006; ORTIZ et al., 2009), B. purpurea
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(SANTOS et al., 2013) apresentaram atividade antioxidante significativa pelo método de
DPPH, onde ambos relacionaram a acéo sequestradora devido a presenca de flavonoides,
conforme a investigacdo fitoquimica em concentragfes variaveis. Do mesmo modo, a B.
ungulata, com extrato etanolico feito a partir de suas folhas, demonstram evidéncias de sua
capacidade antioxidante, o que indica que a espécie tem uma promissora fonte de
antioxidantes naturais, em teste utilizando o DPPH como radical livre (PAULA et al., 2015).

Assim como encontrado nesta pesquisa, as concentracfes mais elevadas de B.
longigolia demonstraram capacidade antioxidante satisfatdria frente ao radical DPPH, porém
a concentragdo mais elevada foi de 500 ug.mL™ e o solvente de extracio foi o butanol. O
extrato etandlico de B. variegata apresentou percentual antioxidante de 86,6%, também
frente ao radical DPPH, no extrato etandlico a 95% na concentracdo de 100 pg.mL
(TRIPATHI; GUPTA,; SINGH, 2019). O extrato metandlico de B. tomentosa, analisado por
Janaki et al. (2018), apresentou 74,42% de atividade antioxidante quando avaliado na
concentragdo de 50 pg.mL™.

Segundo o trabalho de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) e Morais et al.
(2013), a presencga de substancias fenolicas (flavondides, quinonas, taninos, cumarinas, etc.)
vao apresentar atividade antioxidante satisfatdria, porém a concentracao em que as amostras
irdo apresentar esse potencial sequestrador, depende da conformacdo estrutural dos

metabdlitos fendlicos presentes na planta investigada.

4 CONCLUSAO

Portanto, no que se refere a prospeccdo fitoquimica, foi identificado a presenca de
cumarinas, flavonoides, saponinas, alcaldides e taninos. Cabe ressalvar que a presenca de
atividade antioxidante dos metabdlitos flavondides e cumarinas, como ja descritas no
presente trabalho, que propiciaram a capacidade antioxidante da amostra.

No que tange ao potencial antioxidante, a amostra teve capacidade de sequestrar o
radical DPPH, confirmando sua capacidade antioxidante em variados percentuais, sendo que
mais eficaz nas concentragdes de 500 pg.mLe 750 pg.mL, porém com risco consideravel,

uma vez que na janela terapéutica ele atinge a fase toxica devido a alta concentragéo.
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