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RESUMO

Nas ultimas décadas tem sido constatada ascensdo crescente na utilizacao de plantas medicinais como
recurso terapéutico, ocasionando a necessidade de investimentos em pesquisa visando a validacdo,
principalmente das espécies vegetais de amplo emprego terapéutico popular; bem como a
implementagdo de determina¢des normativas visando assegurar a qualidade das plantas medicinais e
seus produtos derivados na perspectiva de garantir o uso seguro e eficaz de tais produtos. Entretanto,
o cendrio atual evidencia que a producdo e o registro de fitoterdpicos na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), 6rgdo competente, ndo & proporcional aos estudos realizados e
medidas regulamentadoras adotadas, dada a escassez de pesquisas na drea de tecnologia farmacéutica,
dificultando assim, o acesso da populacdo a produtos qualificados. Para a obtencdo de um produto
vegetal tecnicamente elaborado, hd a exigéncia dos estudos de validacio para confirmar
cientificamente as propriedades terapéuticas das plantas medicinais para permitir seu uso como
medicamento em seres vivos. Assim, esse estudo objetiva realizar o estudo quimico dos extratos
hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus (L..) Moench (Malvaceae) (nome vernacular:
quiabo) e das folhas de Senna alexandrina Mill. (Fabaceae) (nome vernacular: sene); representando
espécies amplamente conhecidas e difundidas no Brasil, com diversas finalidades terapéuticas
referidas na prética popular. As amostras de frutos de Abelmoschus esculentus e folhas Senna
alexandrina foram adquiridos em estabelecimentos comerciais de Sao Luis, Maranhdo, Brasil, por
compra, submetidos a secagem por liofilizacdo e, moagem para posterior extracdo por maceracao
assistida por ultrassom, com emprego de etanol a 70% nas relacdes de hidromddulos de 1:7 e 1:6,
para o quiabo e para o sene, respectivamente. Os extratos foram submetidos a determinacdo do
rendimento, pH, densidade, viscosidade, avalia¢do dos constituintes quimicos, avaliacao antioxidante
e antimicrobiana; sendo, ainda avaliada a estabilidade preliminar fundamentada na atividade
antioxidante. Nesse estudo constatamos bom rendimento extrativo (26,3% para o quiabo e 13,5%
para o sene), com caracteristicas fisico-quimicas (pH, viscosidade e densidade) passiveis de obtengao
de formas farmacéuticas derivadas; evidenciando considerdveis teores de polifendis e flavonoides em
ambas as espécies; indicando quercetina e senosideo B possiveis marcadores analiticos de
Abelmoschus esculentus e Senna alexandrina, respectivamente; bem como relevante atividade
antioxidante que sinalizam para continuidade dos estudos de validacdo em modelos de atividade
anticancerigena.

Palavras-chave: quiabo, sene, estabilidade, quercetina e senosideo B.



ABSTRACT

In recent decades, there has been a growing increase in the use of medicinal plants as a therapeutic
resource, leading to the need for investments in research aimed at validation, mainly of vegetable
species of broad popular therapeutic use; as well as the implementation of normative determinations
to assure the quality of the medicinal plants and their derived products with the perspective of
guaranteeing the safe and effective use of such products. However, the current scenario shows that
the production and registration of herbal medicines in the National Agency of Sanitary Surveillance
(ANVISA), the competent body, is not proportional to the studies and regulatory measures adopted,
given the lack of research in the area of pharmaceutical technology, making it difficult access to
qualified products. In order to obtain a technically produced plant product, validation studies are
required to scientifically confirm the therapeutic properties of medicinal plants to allow their use as
a medicine in living beings. Thus, this study aims to carry out the chemical study of the
hydroethanolic extracts of the fruits of Abelmoschus esculentus (L..) Moench (Malvaceae) (vernacular
name: okra) and the leaves of Senna alexandrina Mill. (Fabaceae) (vernacular name: sene);
representing species widely known and widespread in Brazil, with several therapeutic purposes
referred to in popular practice. Samples of Abelmoschus esculentus and Senna alexandrina leaves
were purchased at commercial establishments in Sdo Luis, Maranhdo, Brazil, by freeze-drying and
milling for subsequent extraction by ultrasonic assisted maceration using ethanol at 70 % in the ratio
of hydromedules of 1: 7 and 1: 6, for okra and for sene, respectively. The extracts were submitted to
determination of yield, pH, density, viscosity, evaluation of chemical constituents, antioxidant and
antimicrobial evaluation; being also evaluated the preliminary stability based on the antioxidant
activity. In this study, we observed good extractive yield (26.3% for okra and 13.5% for sene), with
physicochemical characteristics (pH, viscosity and density) capable of obtaining derived
pharmaceutical forms; evidencing considerable levels of polyphenols and flavonoids in both species;
indicating quercetin and senoside B possible analytical markers of Abelmoschus esculentus and
Senna alexandrina, respectively; as well as relevant antioxidant activity that signal for the continuity
of the validation studies in models of anticancer activity.

Key words: okra, sene, stability, quercetin and senoside B.
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1 INTRODUCAO

Os recursos naturais, com énfase aos de origem vegetal, constituem os mais antigos
arsenais terapéuticos e profildticos da humanidade, com uso alicer¢ado pela efetividade dos
seus constituintes quimicos ou pela crengca no poder curativo, associado a caracteres
ritualisticos. Esse uso representa parte das tradicdes e conhecimentos empiricos das mais
diversas sociedades, representando meio menos oneroso € mais acessivel para uma grande
parcela da populagdo que ndo tem acesso aos bens e servicos de saiude (LIMA et al., 2014;
FLOR et al., 2015; BADKE et al., 2017).

Porém, a falta de informacdes cientificas das propriedades das plantas empregadas para
fins medicinais, principalmente no que se diz respeito a seus potenciais farmacoldégicos e
toxicos, representa um dos fatores de preocupacdo atualmente, especialmente dada a pratica
comum do uso de plantas para fins terapéuticos sem certificacdo de qualidade, eficdcia e
seguranca; frequentemente empregadas em associacdo de espécies vegetais e/ou com drogas
sintéticas, pois nao hd estudos da garantia de uso de tais associag¢des, configurando assim, riscos
ao usuario (NUNES et al., 2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), autarquia do Ministério da Saude
(MS), é o 6rgao responsdvel pela regulamentacdo e fiscalizacdo de medicamentos, incluindo
medicamentos fitoterdpicos, produtos tradicionais fitoterdpicos, drogas vegetais e plantas
medicinais; estabelecendo determinagdes normativas para regulamentacdo da produgdo,
registro e comercializag¢do; visando assim, assegurar eficiente protecdo e promocao da satude e
garantindo a eficdcia terapéutica e segurancga ao uso por parte pela populacao (BRASIL, 2006).

Na regulamentacdo do uso de plantas como recurso terapéutico, alguns marcos
regulatorios merecem destaque como a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saiide (SUS), publicado em 2006, visando a
ampliacdo das terapéuticas fornecidas a populacdo nas unidades de sadde, incluindo a
Homeopatia, Medicina Tradicional Chinesa, Acupuntura, Hidroterapia, Medicina
Antroposofica e Fitoterapia (BRASIL, 2006a).

A publicacido da PNPIC, decorrente do aumento da procura por terapias alternativas que
se apresentam como uma opcao aos modelos tradicionais e que também tragam segurancga e
eficdcia, passou a incluir a Fitoterapia na Politica Nacional de Saide (PNS). Esse movimento
conhecido como “éxodo da Alopatia”, resultando na ascensdo da Fitoterapia como alternativa
e/ou complemento terapéutico, ocorreu por vdrios fatores, tais como: desgaste e insatisfacdo no

uso de medicamentos sintéticos dados diversos efeitos adversos, iatrogenia, precos elevados
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dos medicamentos industrializados e dificuldade de acesso de grande parte da populagcdo aos
servicos de satde; bem como a busca por compostos naturais na sociedade contemporanea é
influenciada pela onda do verde, trazendo a aten¢@o para uma maior consciéncia ecoldgica.
Essa predisposi¢ao da sociedade em preferir o uso de produtos naturais no processo de satude-
doenca-cura é, também, estimulada pelas propriedades terapéuticas milagrosas atribuidas
erroneamente as plantas (FIGUEREDO et al., 2014; ZENI et al., 2017).

Entretanto, apesar da atual Politica Nacional de Satide definir a oferta da Fitoterapia como
terapéutica alternativa e/ou complementar nos servigos de saide, é comprovado que a plena
implantacdo ainda precisa vencer barreiras reais, tais como: investimentos incipientes em
Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P & D & I); falta de parcerias das universidades com
as empresas; caréncia de estudos com as espécies vegetais nativas e de uso terapéutico popular;
falta de estudos de validagdo e padronizacao dos fitoterdpicos e, ainda, a barreira institucional
decorrente das normas e critérios para sua producdo e comercializacao (BRASIL, 2012).

Nesse cendrio, a escassez dos estudos de validacdo das espécies vegetais empregadas na
pratica popular como medicamentos representa um grande gargalo na utilizacdo racional e
segura da Fitoterapia (MATSUCHITA, 2015).

Assim, visando contribui¢do efetiva para a real implantacdo da Politica Nacional de Sauide
com énfase nas diretrizes da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Sadde (SUS) (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2017) e da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006b), o Grupo de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) tem desenvolvido pesquisas
com espécies vegetais, preferencialmente nativas, de amplo uso terapéutico popular e de grande
ocorréncia no estado do Maranhao; com foco nos estudos de valida¢do, na perspectiva real de
garantir o acesso da populagdo a produtos com eficécia, segurancga e qualidade certificados.

Nesse sentido, o Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo
(UFMA) tem priorizado o desenvolvimento de estudos de validagdo de espécies vegetais de
amplo uso na pratica popular para fins medicinais. Assim, algumas linhas de pesquisa tém
merecido destaque, tais como: espécies vegetais de uso popular na perda de peso, nas disfuncdes
sexuais, nos distirbios gastrointestinais, nas arboviroses e no tratamento do cancer.

Estudo etnofarmacolégico do Grupo de Produtos Naturais da UFMA identificou como
espécies amplamente empregadas popularmente no tratamento do cancer Abelmoschus
esculentus (L.) Moench (Malvaceae) (nome vernacular: quiabo) e Senna alexandrina Mill.

(Leguminosae) (nome vernacular: sene) (dados ndo publicados).
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Diante do exposto, em continuidade a linha de pesquisa do Grupo de Produtos Naturais
da UFMA, esse trabalho propde contribuir com os estudos de validacdo de Abelmoschus

esculentus e Senna alexandrina; com énfase aos parametros quimicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cancer

O cancer, doenca multifatorial, representa uma desordem que envolve desregulacdo da
apoptose, proliferacdo celular, invasdo, angiogénese e metdstase (PATHANIA et al., 2013);
constituido sério problema de saidde publica mundial, sendo uma das principais causas de morte
nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento em todo o mundo (TORRE et al., 2015; WHO,
2019).

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, havia 14,1 milhdes de
casos novos de cancer e 8,2 milhdes de mortes atribuidas ao cancer em 2012 (GLOBOCAN,
2019); com estimativas de incidéncia e mortalidade nos proximos anos alarmantes; com cerca
de 70% de novos casos esperados nas proximas duas décadas, especialmente dada a extensao
da expectativa de vida e idade da populacdo mundial; ocasionando, assim, maior exposicao dos
individuos a fatores de risco cancerigenos, como o uso de tabaco, excesso de peso/obesidade,
exposicao a radiagdo, infecgdes por alguns virus e bactérias, além de outras mudangas no
comportamento e estilos de vida, levando ao aumento de incidéncia da doenca (PAZ; FORTES;
TOSCANQO, 2011; TORRE et al., 2015; WHO, 2019).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil é estimado o
aparecimento de 600 mil novos casos de cancer nos anos de 2018/2019; a partir disso, foi
realizada uma estimativa dos casos de cancer mais incidentes no Brasil no ano de 2018, no qual
podemos citar, com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, o cancer de prdstata com maior
incidéncia nos homens (cerca de 68.200 casos, o que representa 31,7% dos casos notificados),
seguido do cancer de traqueia, bronquio e pulmao (18.740 novos casos, 8,7% do total); ja nas
mulheres, ha maior incidéncia do cincer de mama (com 59.700 novos casos, 29,5% do total),
seguido pelo cancer de c6lon e reto (18.980 novos casos, 9,4% do total). Incluindo-se os casos
de sub-registro, estima-se o surgimento de 640 mil novos casos de cancer no Brasil em
2018/2019 (INCA, 2019).

Ainda de acordo com o mesmo estudo, € retratada esta realidade no municipio de Sao
Luis e no estado do Maranhiao, onde para homens o cancer mais incidente é o de prostata (cerca
46% do total de casos na capital e 35% no Estado), seguido pelo cancer de estdbmago (cerca de
17% na capital e 8% no Estado); em relacdo as mulheres o cancer mais incidente € o de mama

(cerca de 49% do total de casos na capital € 20% no Estado), seguido do cancer de colo de tutero
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(cerca de 42% na capital e 31% no Estado), sendo ambos os sexos contrastando com o cendrio
nacional na segunda posi¢do de cancer mais incidente (INCA, 2019).

Embora nos tltimos anos, progressos considerdveis tenham sido evidenciados na
terapéutica anticancerigena (quimioterapia, radioterapia, cirurgia e/ou transplante de medula
dssea), ainda sdo necessarios avangos na pesquisa em busca de fairmacos mais eficazes e seguros
(SHARMA et al., 2010; INCA, 2019).

Estudo de revisdao de Moraes, Alonso e Oliveira-Filho (2011) apresenta espécies vegetais
e constituintes quimicos isolados empregados na quimioterapia do cancer, a exemplo de
vimblastina, vincristina, Paclitaxel, Docetaxel, etoposideo, tenoposideo, irinotecan, topotecan
e taxanos, com eficdcia em diversos tipos de cancer a exemplo de leucemias, linfomas, cancer
testicular avancado, cancer de mama e de pulmio, cincer testicular, carcinoma gastrico,
pancredtico e cervical, tumores do sistema nervoso central. Nesse estudo os autores enfatizam
que a diversidade de constituicdo quimica das espécies vegetais deve estimular a pesquisa na
perspectiva de descoberta de novos agentes quimioterdpicos, mas alertam para os riscos e
perigos ao uso de espécies vegetais e preparacOes derivadas sem certificacdo de eficicia e
seguranca; bem como sem estudos de interacdo com farmacos de referéncia na quimioterapia,
especialmente no tratamento de cancer; situacdo que deve estimular os estudos de validagdao

(MORAES et al., 2011).

2.2 Estudos de validaciao

O conhecimento popular aliado ao método com o qual as pessoas usam para tratar suas
doencas sempre estiveram interlacados. Grande parte do conhecimento que se tem hoje, advém
dos saberes que outrora foram repassados oralmente de geracdo para geracdo e fortaleceram
assim a tradicionalidade de seu uso através da comprovacio de sua eficdcia. Junto disso €
evidenciado que o uso de plantas medicinais sempre causou na histéria da medicina e a forte
preferéncia das sociedades pelas mesmas ao longo da histéria (SILVA, 2015).

Na avaliacdo do uso de plantas e suas preparacOes derivadas deve ser analisada a
“Fitoterapia Popular” e a “Fitoterapia Cientifica”. A primeira retrata uma metodologia de
tratamento através do uso de plantas medicinais e preparacdes herdada de familiares e que
caracteriza a identidade de um povo, suas crengas e suas tradi¢des proprias, mesmo que por
vezes haja a falta de um profissional da saude ou de racionalidade médica. Ja a segunda, é

baseada em protocolos e evidéncias clinicas; envolvendo estudos interdisciplinares e
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multidisciplinares que vao desde os farmacobotanicos, até a producao e desenvolvimento dos
medicamentos fitoterdpicos, incluindo todas as etapas da pesquisa clinica. (ANTONIO, 2013).

Reconhecidamente, nosso pais, detendo 20% de toda biodiversidade existente no planeta
Terra, apresenta grandes atribuicdes de recursos naturais. Porém, somente 10% de todas as
espécies tiveram suas propriedades farmacoldgicas estudadas em laboratério, sob o ponto de
vista quimico, fisico-quimico e/ou biolégico. Essa lacuna retrata a necessidade da expansdo de
estudos na drea, com foco nos constituintes quimicos de cada espécie, bem como na descoberta
de novas substancias que possam vir a aumentar o arsenal terapéutico fitoterdpico que temos
hoje (JOLY et al., 2011).

Sem ddvida, no processo de descoberta e desenvolvimento de novos compostos
farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de origem vegetal, representam
importante fonte de drogas (CAMPOS et al., 2016). Dentre as estratégias a serem adotadas na
descoberta e desenvolvimento de compostos ativos a partir de espécies vegetais, devemos
destacar a importancia da definicdo de critérios para selecdo de material para investigacao
cientifica. Nesse sentido, os estudos etnofarmacoldgicos, com objetivo de testar as hipoteses
sugeridas tradicionalmente, as quais representam as experi€ncias vividas ao longo de geracdes,
tém fornecido importantes subsidios no estabelecimento de critérios de inclusdo e/ou exclusdo
de espécies vegetais para desenvolvimento de estudos de validacdo, possibilitando o
desenvolvimento de fitoterdpicos a partir de espécies vegetais selecionadas por inquérito
etnofarmacoldgico (ALBUQUERQUE et al., 2014).

A validacdo de espécies vegetais visa a comprovagdo da seguranca, eficacia e qualidade
(obediéncia ao conjunto de critérios que caracterizam o material vegetal para o uso ao qual se
destina). Esses estudos de validacdo necessariamente envolvem as etapas do estudos
etnodirigidos (etnobotinica e etnofarmacologia), quimicos, bioldgicos, farmacoldgicos,
toxicoldgicos e farmacotécnicos (KLEIN et al., 2009; NEIVA et al., 2014).

Na perspectiva de contribui¢do com novas alternativas e/ou complementos terapéuticos
no cancer, nas ultimas décadas tem sido constatado o crescimento dos estudos na area,
principalmente a partir de recursos naturais de origem vegetal (HEINRICH et al., 2006;
NEWMAN; CRAGG, 2016).

Diante do exposto, considerando as evidéncias cientificas que comprovam a contribui¢ao
dos recursos naturais de origem vegetal na terapéutica anticancerigena atual, bem como a
biodiversidade nacional, com énfase a constatacdo da grande extensao territorial do estado do
Maranhao, formada por vdrios ecossistemas, com flora rica, diversificada e desconhecida; e,

ainda, reconhecendo a contribuicdo da pesquisa etnofarmacolégica como ferramenta para
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selecdo de espécies vegetais na P & D & I de novas alternativas e/ou complementos
terapéuticos, esse trabalho se propde a contribuir nos estudos de validacdo das espécies vegetais
Abelmoschus esculentus (L.) Moench e Senna alexandrina Mill., selecionadas a partir de
estudos etnofarmacoldégicos do Grupo de Produtos Naturais da UFMA, identificadas como
espécies vegetais de amplo emprego na prética popular de combate ao cancer (dados nao

publicados).

2.3 Abelmoschus esculentus (L.) Moench

Com base em revisdes taxondmicas, Hibiscus esculentus L., que havia sido catalogada
por Lineu em 1737, sofreu mudanca em sua denominagdo em 1974, sendo nomeada
Abelmoschus esculentus (L.) Moench (SANTOS, 2013), com a seguinte taxonomia:

e Reino: Plantae

e Divisdo: Magnoliophyta

e C(Classe: Magnoliopsida

e Ordem: Malvales

e Familia: Malvaceae

e Geénero: Abelmoschus

e Espécie: Abelmoschus esculentus (L.) Moench

Abelmoschus esculentus, conhecida popularmente como quiabeiro, é um arbusto que pode
chegar a 2,5 metros de altura, de caule ereto e esverdeado coberto com pelos duros e dsperos
(Figura 1). E referido como origindrio da Africa Tropical e que tenha chegado ao Brasil por
meio de escravos, tendo a Bahia como porta de entrada no pais, € sendo este Estado o maior

produtor (SANTOS, 2013; FILHO et al., 2017).
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Figura 1 — Partes aéreas de Abelmoschus esculentus (L..) Moench.

Fonte: Santos (2013)

A espécie € popularmente conhecida por seu fruto, o quiabo, também conhecido como
okra, gombd, abelmosco ou dedos de senhora, sendo largamente utilizado na culindria mundial.
O quiabo apresenta cerca de 60 sementes, pode ser longo, médio ou curto, variando de 5 a 15cm
em seu comprimento (Figura 2). Em relacdo a seu formato, pode ser cilindrico ou quinado
(Figura 3). O fruto pode ser verde, vermelho, violeta ou branco. Possui folhas verde-escuro
lobadas e com tricomas tectores, ja as flores sdo axilares, pétalas amarelas e pistilo roxo, sendo

estas, hermafroditas (JAIN, 2012; NASCIMENTO, 2015).

Figura 2 — Corte longitudinal de Abelmoschus esculentus(L.) Moench. constituido de pericarpo.

| Medida de Classe ou comprimento | 11,7 cm
| (Classe 9)

Pericarpo

Mesocarpo e

Endocarpo Sementes

Peddnculo —

(pélo)

Fonte: CEAGESP (2001)
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Figura 3 — Morfologia do fruto de Abelmoschus esculentus (L.) Moench.

Fonte: CEAGESP (2001)

O quiabo deve ser consumido nos primeiros estdgios de maturacdo, devida a alta
concentracdo de fibras que sdo formadas ao longo do desenvolvimento do fruto, sendo assim,
contraindicado o seu consumo “in natura”. Em relagdo ao seu carater nutricional, apresenta
fibras, proteinas, carboidratos soltveis; polissacarideos como o amido; celulose e hemicelulose.
E um dos vegetais com maior concentracio de pré-vitamina A, além de possuir outras vitaminas
como a Bl e C e presen¢a de minerais como o ferro e calcio. Também apresenta substincias
quimicas como: alanina, arginina, acido oleico, 4cido palmitico, 4cido esterdrico, leucina,
isoleucina, pectina, quercetina, riboflavina, dentre outros compostos. Grande parte do teor de
fibras encontra-se em sua casca. Através das suas sementes (que possuem cerca de 25% de
proteinas, 15% de lipideos e 30% de fibras), produz-se um pé de alto valor nutricional, em
especial com proteinas e 6leos, que vem sendo usando como adjuvante na alimentagdo. (LIMA,
2007; SANTOS, 2013; LEE et al.; NASCIMENTO et al.; SOUSA et al., 2015; FILHO et al.,
2017).

Além do uso como alimento, o quiabo também possui importantes atividades terapéuticas
como: laxante por apresentar fibras e polissacarideos de cadeia longa; antidiabética por causa
de sua mucilagem (polissacarideos que formam uma substancia de aspecto viscoso ao reagir
com a agua) através da inibicdo de duas enzimas: a-amilase e a-glicosidase; atua a nivel
intestinal com ag¢@o antiparasitaria, verminoses, combatendo diarreia, disenteria e inflamagdes
na mucosa intestinal; atividade antioxidante de sua casca e sementes em p0, através de estudos

realizados em ratos (SABITHA, 2012; SANTOS, 2013; FILHO, et al., 2017).
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2.4 Senna alexandrina Mill

A espécie Senna alexandrina Mill., pertence a uma das mais importantes familias do reino
vegetal, a Fabaceae (anteriormente conhecida como Leguminosae), que compreende mais de
19.000 espécies e possui trés importantes sub-familias: Mimosoideae, Papilionoideae e
Caesalpinioideae (sendo o sene incluido nesta ultima). Possui alguns sindnimos botanicos, que
por vezes geram duvidas se realmente se trata da mesma espécie, como Cassia
angustifoliaVahl, Cassia sena L., Senna angustifélia (Vahl) Batka. E origindria do sul da
Peninsula Arébica e depois foi introduzida na India (ARAUJO, 2012; NEVES et al., 2017). O
sene apresenta a seguinte taxonomia:

e Reino: Plantae

e Divisdao: Magnoliophyta
e C(lasse: Magnoliopsida
e Ordem: Fabales

e Familia: Fabaceae

e Género: Senna

e Espécie: Senna alexandrina Mill.

Senna alexandrina, conhecida popularmente como sene, também € conhecido como
cassia, cene, fedegoso-do-rio-de-janeiro, mamanga e lava-pratos, representa arbusto que atinge
cerca de 1,5 metros de altura, com caule ereto, lenhoso (Figura 4); suas folhas sdo compostas
do tipo paripenada e classificam-se como foliolos, de flores amarelas e suas sementes sdao
guardadas em vagens (Figura 5); originario da India, foi aclimatado no Brasil no século XIX
(FERNANDO et al., 2008; MANSO, 2013).

Severo (2013) refere que os extratos das folhas e sementes, t€m metabdlitos com
atividades farmacoldgicas em especial para a constipacdo intestinal. As substancias ativas
contidas nas folhas s@o da classe das antroquinonas, sendo as principais representantes
diantronas e antronas, e, contendo outros compostos como derivados antracénicos (em especial:
crisofanol, aloé-emodina, reina e os senosideos ou glucésidos de diantronas), flavonoides,
mucilagens, resinas e dcidos organicos. J4 os frutos, contém heterosideos hidroxiantracénicos,
expressos na forma de senosideo A e B. O sene possui dois mecanismos de acdo que lhe
conferem seu efeito laxante: o aumento da motilidade do c6lon, diminuindo o tempo do transito

intestinal, secretando eletrélitos (como Na* e CI) para o interior das células e, também,
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aumentando o estimulo da secrecdo de dgua e eletrdlitos para o limen do c6lon. (MANSO,

2013).

Figura 4 — Partes aéreas de Senna alexandrina Mill.

Fonte: Foster (2016)

Figura 5 — Amostra representativa de partes aéreas de Senna alexandrina Mill.

Fonte: Farmacopeia Portuguesa VIII (2005)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar estudo quimico de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e Senna alexandrina
Mill.; espécies vegetais da flora maranhense referidas de uso popular no tratamento do cancer
pela populacdao de Sao Luis /Maranhao visando contribui¢do efetiva na valida¢do de novas

alternativas e/ou complementos terapéuticos no tratamento do cancer.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar parametros quimicos e fisico-quimicos dos extratos Abelmoschus esculentus e
Senna alexandrina, espécies vegetais da flora maranhense referidos de uso popular no
tratamento do cancer;

- Aplicar ensaios qualitativos e/ou quantitativos de caracterizacdo e doseamento dos
constituintes quimicos nos extratos das espécies vegetais selecionadas;

- Identificar marcador analitico para controle de qualidade das espécies vegetais
selecionadas;

- Realizar estudos de avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos
vegetais selecionados;

- Realizar o estudo de estabilidade quimica dos extratos de espécies vegetais da flora
maranhense referidas de uso popular;

- Contribuir nos estudos de desenvolvimento tecnoldgico de novos fitoterdpicos.



24

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aquisicao do material vegetal e identificacao botanica

As amostras de Abelmoschus esculentus foram adquiridos por compra, in natura, em
estabelecimentos de venda desse produto, no periodo de dezembro de 2018, utilizando critérios
qualitativos para escolha, tais como: auséncia de fungos e imperfeicdes e tamanho do fruto,
variando entre 5 e 15cm. A identificacdo botanica foi realizada no Herbario do Maranhao da
Faculdade de Biologia da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), com exsicata registrada
no ndmero 11.298.

As amostras de Senna alexandrina foram adquiridas como droga vegetal seca, por
compra, em estabelecimentos de venda de produtos naturais de Sdo Luis, no estado do
Maranhio, no periodo de dezembro de 2018. A identificacdo botinica foi fundamentada nas
especificacdes da Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), por meio

de ensaios de descri¢do macroscépica, microscopica e microscopica do po.

4.2 Obtencao dos extratos

A amostra vegetal do quiabo foi seccionada em rodelas finas e levada para a liofilizacéo,
onde passou 48 horas no processo e em seguida foi triturada em moinho de facas, para obtengao
do p6 (710um a 250um) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A amostra vegetal do sene,
que ja foi adquirida seca, também foi triturada seguindo a mesma metodologia descrita
anteriormente.

ApOs trituradas, as amostras foram extraidas, separadamente, por procedimento
extrativo por maceragdo fracionada assistida por ultrassom, com o emprego de etanol a 70%
como solvente. Nesta etapa foi definida como relacao de hidromdédulo (relagdo droga/solvente),
para os frutos de quiabo 1:7 (p/v) (100g do p6 para 700mL do solvente) e no sene 1:6 (p/v)
(100g do p6 para 600mL do solvente) (SIMOES et al., 2016).

Todos os extratos foram submetidos a avaliagdo do rendimento (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Ap6s o término das extragdes, as solucdes foram filtradas, sendo que parte do filtrado foi
concentrado em evaporador rotativo, e o restante acondicionado em frascos apropriados e
mantido em refrigeracdo até a realizagdo dos ensaios (MATOS, 2009; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; RODRIGUES, 2011).
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4.3 Analises quimicas, fisicas e fisico-quimicas

4.3.1 Determinagdo do pH

Com emprego de pHmetro digital, o teste foi realizado nos extratos hidroetandlicos. A
andlise foi realizada logo apds o processo de filtracdo a qual avaliou a diferenca de potencial
entre dois eletrodos imersos nas amostras em estudo. O eletrodo foi inserido diretamente na
dispersdo aquosa e valores mantidos entre 5,5 e 6,5, foram utilizados como critério (ISAAC et

al., 2008; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.3.2 Determinagdo da densidade

A densidade relativa € a relacdo entre a densidade absoluta da amostra e a densidade
absoluta de uma substancia usada como padrao. Nesse estudo a substancia padrdo € a dgua, a
densidade determinada foi a densidade especifica. A densidade especifica foi determinada em
picndmetro, acoplado com termdmetro, previamente pesado vazio, para a determinacdo do
mPv. A amostra foi inserida no picndmetro e a temperatura foi ajustada para 20°C, quando,
entdo, o picndmetro foi pesado, para determinacdo de mPa. A diferenca entre a massa do
picndmetro com a amostra e a do picndmetro vazio € a massa da amostra. A relacdo entre a
massa da amostra e a massa da dgua, ambas a 20°C, representaram a densidade especifica da

amostra analisada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.3.3 Determinagdo da viscosidade

Por meio do viscosimetro digital, o teste foi realizado com os extratos hidroetandlicos
logo apds o processo de filtracdo. A viscosidade foi medida pela for¢ca necessdria para girar um
spindle no liquido que estd sendo testado. A amostra foi adicionada no recipiente coletor do
aparelho até a marca desejada, sendo definido o spindle e a rotag@o a serem testadas; em seguida
fol imerso o spindle na amostra a ser analisada e apds estabilizado, o valor aparece no display

em mPa.s. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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4.3.4 Screening quimico
Os extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus e das folhas de Senna
alexandrina foram submetidos a métodos de avaliacdo qualitativos e semi-quantitativos dos

constituintes quimicos (FALKENBERG, 2004; MATOS, 2009).

4.3.5 Determinagdo do teor de polifendis totais

As concentracdes de polifendis totais foram obtidas utilizando 100 uL da solu¢do do
extrato (2 mg/mL), 100 pL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck) e 1,0 mL da solug¢do de
carbonato de sédio a 20%, por duas horas em temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Concentragdes de acido gdlico (Merck) foram utilizadas como padrdo. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) a 760 nm e os resultados

expressos em porcentagem de dcido galico (CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al., 2006).

4.3.6 Determinagao do teor de flavonoides

As concentracdes de flavonoides totais foram obtidas com 500 pL da solucao do extrato
(2 mg/mL) e 500 pL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 5%, por 30 minutos, em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Concentracdes conhecidas de quercetina (Merck)
foram utilizadas como padrdo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-VIS
(Lambda 35, Perkin Elmer) a 425 nm e os resultados expressos em porcentagem de quercetina

(CHAILLOU et al., 2004; ABREU et al., 2006; DUTRA et al., 2008).

4.4 Perfil cromatografico

4.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a realizacdo da cromatografia em camada delgada foi utilizada como adsorvente a
silica gel Fass-Merck, com 10 cm de comprimento e largura, sendo utilizado como eluente:
acetato de etila, dcido férmico e dgua destilada (9:0,5:0,5) para o extrato hidroetanélicos. dos
frutos de Abelmoschus esculentus; e acetato de etila, dlcool n-propilico, dgua destilada e acido
acético glacial (4:4:3:1) para o extrato hidroetandlicos das folhas de Senna alexandrina. As

amostras foram analisadas sob luz UV365.
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Foram utilizados como parametros de avaliagdo, a comparacao dos valores de Rf — indice
de retencio do composto (SANTANA et al., 2007) e da coloracio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

4.5 Estudo de estabilidade

Os extratos em estudo foram acondicionados em embalagem primdria adequada (vidro
neutro) e submetidos a armazenamento com variagdes de temperatura, em condi¢des ambientais
(25,0 £2,0°C), geladeira (4,0 + 2,0°C) e estufa (40,0 + 2,0°C) com temperatura controlada, com
umidade relativa de 75,0 = 5,0%; exposicao a radiacdo luminosa e ciclos de congelamento e
descongelamento.

A avaliagdo de parametros de estabilidade preliminar dos extratos hidroetandlicos dos
frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill. Foi
fundamentada na avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxidante. Os testes para andlise
foram realizados no tempo 0 fundamentado na atividade antimicrobiana; e, nos tempos 0, 15 e
30 dias, fundamentados na atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de Abelmoschus
esculentus e Senna alexandrina (BRASIL, 2005; ISAAC et al., 2008; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

4.5.1 Investigacdo da atividade antimicrobiana

Para os bioensaios da atividade antimicrobiana foram empregadas cepas ATCC
(American Type Culture Collection) de bactérias Gram-positiva: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923); Gram-negativa: Escherichia coli (ATCC 25922) e do fungo Candida
albicans(ATCC 14053).

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi utilizada a técnica da microdilui¢do em caldo
proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Em placas de 96 pogos
estéreis foram colocados em cada poco 150 uLL de agar Mueller Hinton, 150 uL do extrato a ser
testado seguido de diluicdes seriadas e 5 pL. da suspensdo microbiana (bacteriana/ fingica),
levados a estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas para bactérias e por 48 horas para fungos;
apos o periodo de incubacdo foi adicionado o revelador de crescimento microbiano, resazurina
a 0,1% com posterior leitura apds 4 horas de incubagdo (PALOMINO et al., 2002; ARAUJ O,
2016).
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Foram utilizadas placas com o meio de crescimento de cada microorganismo especifico,
onde foi retirada uma alcada de cada diluic¢do até a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), que
¢ a menor concentragdo que inibe pelo menos 99,9% do crescimento microbiano. Todos os
testes foram realizados em triplicata; como controle positivo foi utilizado 20ulL de
Cloranfenicol (0,02mg/mL) para bactérias e 20 pL de Nistatina (100.000 U.I/mL) para fungo e
20 uL de etanol 70% como controle negativo (NAKANO, 2011).

4.5.2 Avaliacdo da atividade antioxidante frente ao 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Os extratos dos frutos de Abelmoschus esculentus e das folhas de Senna alexandrina
foram submetidos ao método fotocolorimétrico in vitro utilizando o radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH, Sigma) segundo Brand-Willians et al. (1995) e Molyneux
(2004), com modificagdes. As amostras foram diluidas em diferentes concentracdes em etanol
P.A. (5, 10, 25 e 50 pg/mL), em seguida, adicionados a solu¢do metandlica de DPPH
(40pg/mL). Apoés 30 min de reagdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia
de cada solugdo foi medida em espectrofotdmetro UV-VIS (Lambda 35, PerkinElmer) a 517
nm. Padroes de acido gélico, eldgico e ascérbico foram usados como controle positivo, nas
mesmas condi¢des das amostras.

A porcentagem da descoloracao do radical DPPH foi obtida com a equacgdo: Atividade
antioxidante (%) = [(ADPPH — Aamostra)/ ADPPH] x 100; onde ADPPH ¢é a absorbancia do
DPPH (controle negativo) e Aamostra € a absorbancia do radical na presenca dos extratos ou
dos padrdes.

Os resultados foram expressos como valores de CEso (concentragdo efetiva 50%),
concentracdo do extrato que causa a perda de 50% da atividade de DPPH (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004).

4.6 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma vez. Os
resultados foram expressos como a média + desvio padrao (X £+ SD), ou média + erro padrao
(X + SEM). A analise estatistica empregou andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste
Tukey-Kramer ou Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi pré-estabelecido em 5%

(p<0,05). Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPadPrism versdo 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

Os rendimentos dos extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus e das

folhas de Senna alexandrina estio demonstrados na figura 6.

Figura 6 — Rendimento (%) dos extratos hidroalcodlicos dos frutos de Abelmoschus

esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill
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Rendimento (%) dos extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das
folhas de Senna alexandrina Mill. * Q 1:7 (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido
por maceragdo com ultrassom em hidromdédulo 1:7); S 1:6 (extrato hidroetandlico de Senna alexandrina
por maceracdo com ultrassom em hidromddulo 1:6). Andlise de varidncia ANOVA one-way, seguido
de teste Tukey.

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados evidenciam rendimento de 26,3% para o quiabo e 13,5% para o sene,
constatando rendimento maior para extratos obtidos a partir de frutos, quando comparado ao
extrato obtido a partir de folhas; o que corrobora com estudo de Antunes et al. (2015) que indica
melhor rentabilidade para a parte botanica frutos em detrimento da parte botanica folhas.

Na avaliacdo dos dados de rendimento vale destacar que o procedimento extrativo
empregado, maceracao assistida por ultrassom, é descrito como um método rapido e eficaz de
extracdo, levando a rendimento considerdvel em relacdo aos demais métodos na obtencao de

extratos a partir de produtos naturais (CAVALHEIRO, 2013; MEREGALLI, 2017). Estudos
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revelam a eficdcia da técnica de maceracdo assistida por ultrassom, em grande parte, devido ao
fato que a radiacdo na frequéncia do ultrassom promove, por meio de suas ondas sonoras, uma
variagdo de pressdo no liquido, consequentemente produzindo cavitagdes, o que aumenta a
permeabilidade da parede celular, facilitando assim a penetracdo do solvente nas células

vegetais e uma melhor extracdo dos compostos (OLIVEIRA et al., 2016).

5.2 Anadlises quimicas, fisicas e fisico-quimicas

5.2.1 Caracteristicas de pH, densidade e viscosidade

Os valores para o pH, densidade e viscosidade encontrados nos extratos hidroetandlicos
dos frutos de Abelmoschus esculentus e nas folhas de Senna alexandrina estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 — Valores de potencial hidrogenidnico (pH), densidade relativa e viscosidade dos
extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de
Senna alexandrina Mill.

EXTRATO / pH DENSIDADE VISCOSIDADE
HIDROMODULO (g/mL) (mPa.s)
Q 1:7 MU* 5,9 +0,04 0,95 +0,011 72,6 0,11
S 1:6 MU 5,0 +0,02 0,91 £ 0,016 75,6 0,01

*Q 1:7 (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido por maceragdo com ultrassom em hidromédulo

1:7); S 1:6 (extrato hidroetanélico de Senna alexandrina por maceragdo com ultrassom em hidromdédulo 1:6). Os

resultados indicam as médias + desvio padrdo. Andlise de varidncia ANOV A one-way, seguido de teste Tukey.
Fonte: dados da pesquisa.

A investigagdo do pH é um parametro significativo no estudo quimico de solucdes
extrativas e na estabilidade dos componentes das possiveis formulacdes farmacéuticas
derivadas a serem obtidas (CARDOSO, 2013). Nesse estudo foram obtidos valores de pH de
5,9 para o extrato hidroetandlico de quiabo e de 5,0 para o extrato hidroetandlico de sene, ambos
demonstrando carater 4cido. De acordo com a literatura, o pH do solo ideal para o crescimento
do quiabo gira em torno de 6,0 e 6,5, tendo esse impacto significativo na producio do fruto e,
logo, das preparacdes obtidos com tal material (MORAES et al., 2018). Em relacdo ao sene, é
descrito um pH de 4,8, pela presencga dos senosideos e de compostos fendlicos, atribuindo este

carater acido (ARAUJO, 2012).
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O valor da densidade relativa do extrato do quiabo foi de 0,95 g/mL; ja a densidade
relativa do extrato do sene foi de 0,91 g/mL; indicando valores de acordo com a literatura, que
considera normais os extratos de plantas medicinais com densidade entre 0,87 a 0,98 g/mL.
(PRISTA, 1990).

Com relagdo a viscosidade, o extrato hidroetandlicodos frutos de Abelmoschus esculentus
apresentou viscosidade de 72,6 mPa.s; ji o extrato hidroalcodlicos das folhas de Senna
alexandrina teve viscosidade de 75,6 mPa.s. Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a
viscosidade vem do atrito interno entre moléculas, através da colisdo entre elas, enfatizando
que quanto maior a temperatura, menor a viscosidade de uma substancia por diminuir a for¢ca

intermolecular, contribuindo na comprovagao dos resultados encontrados nesseestudo.

5.2.2 Perfil fitoquimico

Os resultados obtidos nos ensaios de avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa dos
constituintes quimicos nos extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus
permitem constatar a presenca de flavonas, xantonas, flavondis, saponinas, cumarinas,
compostos fendlicos e taninos condensados. J4 os resultados obtidos nos extratos
hidroetandlicos das folhas de Senna alexandrina evidenciam a presenca de flavondis,
catequinas, flavononas, esteroides, saponinas e compostos fenélicos (Tabela 2).

Os ensaios de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos extratos de Abelmoschus
esculentus demonstraram ainda, resultados negativos para antocianinas, antocianidinas,
chalconas, auronas, flavononois, catequinas, flavononas, esteroides,triterpenos, alcaloides,
compostos fendlicos e taninos hidrolisdveis. Estudos quimicos com extratos desta espécie t€ém
identificado compostos fendlicos, taninos, cumarinas, triterpenos, flavonoides (flavonas,
flavondis e xantonas) e saponinas (RODRIGUES et al., 2010; CARDOSO, 2011). Estes
resultados sdo compativeis aos obtidos neste estudo, ndo sendo constatada apenas a presenca
de triterpenos.

Os ensaios de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos extratos de Senna alexandrina
demonstraram ainda, resultados negativos para antocianinas, antocianidinas, flavonas,
flavondis, xantonas, chalconas, auronas, triterpenos, alcaloides e taninos hidrolisdveis. Estudos
quimicos com extratos da espécie t€ém identificado a presenca de flavonoides, saponinas,
compostos fendlicos e taninos (RODRIGUES, 2009; NEVES, 2017). Estes resultados sdo
compativeis aos obtidos neste estudo, sendo ainda constatada a presenca de catequinas e

esteroides.
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Tabela 2 — Avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos dos extratos
hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna
alexandrina Mill.

METABOLITOS EXTRATO / HIDROMODULO
SECUNDARIOS Q 1:7 MU* S 1:6 MU

sk

antocianidinas, antocianinas - -

flavonas, xantonas e flavonois + -
chalconas e auronas - -
flavononois -
catequinas -
flavononas -

+ + + +

esteroides -
triterpendides - -
saponinas + ++
cumarinas +++ -
alcaloides - -
fendis ++ ++4+
taninos hidrolisaveis - -

taninos condensados + -

*Q 1:7 (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido por macera¢do com ultrassom em hidromédulo
1:7); S 1:6 (extrato hidroetandlico de Senna alexandrina por maceragio com ultrassom em hidromédulo 1:6).

** Critérios adotados para expressar intensidade de resultados: +++ (reacdo fortemente positiva); ++ (reagio
moderadamente positiva); + (reacdo fraca); - (negativo). Resultados expressos como média dos ensaios de
avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa de constituintes quimicos realizados em triplicata nos extratos
hidroetandlicos.

Fonte: dados da pesquisa

Variacdo qualitativa e/ou quantitativa de constituintes quimicos numa mesma espécie
pode ser relacionada a diversos fatores como a sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo
circadiano, temperatura, altitude, idade e desenvolvimento da espécie, radiagdo ultravioleta,
nutrientes, polui¢do atmosférica e acdo de patdogenos(GOBBO-NETO; LOPES, 2007); além
das varidveis relacionadas ao processamento do material vegetal para obtencdo dos extratos,
tais como: granulometria, qualidade e quantidade de solvente, método extrativo, temperatura,

tempo, tensao superficial e pH (FONSECA, 2005; SIMOES et al., 2016).

5.2.3 Teor de polifendis totais e flavonoides

A quantificagdo de polifendis totais e flavonoides estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Teor de polifendis e flavonoides dos extratos hidroetandlicos dos frutos de
Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill.

EXTRA,TO / POLIFENOIS FLAVONOIDES
HIDROMODULO (mgEAG/g)** (mgEQ/g)
Q 1:7 MU* 43,27 + 3,28 27,04 £ 0,21
S1:6 MU 86,44 + 3,38 110,22 + 1,25

* Q 1:7 MU (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido por maceracdo com ultrassom em
hidromédulo 1:7); S 1:6 UM (extrato hidroetanélico de Senna alexandrina por maceragdo com ultrassom em
hidromdédulo 1:6).
** EAG (equivalente de 4cido gélico); EQ (equivalente de quercetina). Os resultados indicam as médias + desvio
padrdo. Andlise de varidancia ANOVA one-way, seguido de teste Tukey.

Fonte: dados da pesquisa

Os resultados evidenciam que no extrato hidroetandlicos do quiabo, a concentracdo de
polifendis totais é de 43,27 + 3,28 (mgEAG/g) e flavonoides é de 27,04 £ 0,21 (mgEAG/g).
Estudos indicam que os valores de polifendis totais do quiabo variam de 19,27 a 73,15
mgEAG/g; ja4 em relagdo a concentracdo de flavonoides, os valores variam de 7,1 a 26,9
mgEQ/g); comprovando, assim, que nossos resultados estdo dentro dos limites ja descritos na
literatura (ROCHA, 2010; CALUETE, 2012; GEMEDE, 2015; LISBOA, 2017).

Da mesma forma, é possivel perceber nos extratos hidroetandlicos de sene, a
concentracdo de polifenois totais € de 86,44 + 3,38 (mgEAG/g) e flavonoides € de 110,22 +
1,25 (mgEAG/g). De acordo com a literatura, ndo hd um consenso nos dados, principalmente
no carecimento de dados da espécie e na alta diversidade de espécies do género Senna, onde
estudos indicam grande variacdo de valores de polifendis totais variando de 21,79 a 556,0
mgEAG/g (com destaque ao estudo de Eberhardt (2012), que demonstra variagao de 28,16 a
547,0 mgEAG/g); j4 em relacdo aos flavonoides percebe-se a variacdo de 9,78 a 430,25
mgEQ/g. Com isso, é possivel perceber que hd uma variagdo considerdvel nos teores de
polifendis totais e flavonoides ndo apenas na espécie Senna alexandrina, mas em todo género
Senna, demonstrando que as condi¢des de coleta, sazonalidade e conservagdo dos extratos se
fazem de grande importincia ao se quantificar teores de metabdlitos secunddrios.
(NOGUEIRA, 2009; NOVALIS, 2017).

Como j4 referido anteriormente, as variacdes de qualitativas e quantitativas de
constituintes quimicos entre estudos realizados com a mesma espécie vegetal, podem ser
justificados por fatores relacionados as condi¢des de crescimento e obtencdo da espécie
(sazonalidade, indice pluviométrico, ritmo circadiano, temperatura, altitude, idade e
desenvolvimento da espécie, radiacdo ultravioleta, nutrientes, polui¢cao atmosférica e acao de

patogenos) (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) e processamento do material vegetal para
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obtencdo dos extratos (granulometria, qualidade e quantidade de solvente, método extrativo,
temperatura, tempo, tensdo superficial e pH) (FONSECA, 2005; SIMOES et al., 2016).
Situacdo que deve estimular os estudos de padronizacdo dos extrativos, com parametros bem
definidos das condicdes desde habitat até as varidveis da extragao.

Com isso, € possivel perceber a presencga expressiva de compostos fendlicos e flavonoides
em ambos os extratos das espécies em estudo, selecionadas dada relatos de estudo do Grupo de
Produtos Naturais da UFMA, do emprego popular no tratamento de cincer (dados ndo
publicados); sinalizando, assim, para o potencial antioxidante das espécies, o que pode ajudar
no controle de doencas ocasionadas pelo estresse oxidativo advindo dos radicais livres, como
doencas cronicas (diabetes, hipertensdo), doengas corondrias e o cancer (HELENO, 2015;

LISBOA, 2017).

5.3 Perfil cromatografico

5.3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Considerando a importancia da definicdo de um marcador analitico nos estudos quimicos
de espécies vegetais, para avaliacdo dos parametros de qualidade de um material vegetal foi
realizada uma cromatografia em camada delgada para o extrato hidroetandlico dos frutos de
Abelmoschus esculentus MU 1:7 (maceragdo com ultrassom hidromédulo 1:7) (Figura 7) e para
o extrato hidroetandlico das folhas de Senna alexandrina MU 1:6 (maceracdo com ultrassom

hidromédulo 1:6) (Figura 8).
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Figura 7 — Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada do extrato
hidroetandlico de Abelmoschus esculentus (L.) Moench

Q1:7 MU

O extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus (L.) Moench foi obtido por maceragdo com ultrassom em
hidromédulo 1:7) (Q 1:7 MU). Fase mével: acetato de etila/ dcido férmico/ dgua destilada (9: 0,5: 0,5). Fase
Estaciondria: Silica gel 60 Fas4 — Merck. Padrao: quercetina.

Fonte: dados da pesquisa

Na Figura 7, € possivel perceber a presenca de 03 (trés) substincias: uma de alta
polaridade (Rf = 0,73), uma de média polaridade (Rf = 0,55) e uma de baixa polaridade (Rf =
0,28). A substancia de Rf = 0,55 merece destaque por apresentar o Rf da substancia quercetina
(Q), sendo portanto, sugerido que esta substancia compde o extrato dos frutos de Abelmoschus
esculentus, sendo assim, passivel de ser utilizada como marcador analitico para os extratos

dessa espécie vegetal.
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Figura 8 — Cromatograma obtido por cromatografia em camada delgada do extrato
hidroetandlico das folhas de Senna alexandrina Mill.

O extrato hidroetanélico das folhas de Senna alexandrina Mill. MU 1:6 foi obtido por maceracdo com
ultrassom em hidromédulo 1:6 (S 1:6 MU). Fase mével: acetato de etila/ dlcool n-propilico/ dgua / dcido
acético glacial (4: 4: 3: 1). Fase Estaciondria: Silica gel 60 Fas4 — Merck.

Fonte: dados da pesquisa

Na Figura 8 constatamos a presenga de 04 (quatro) substancias: 03 (trés) de média
polaridade (Rf=0,52, Rf =0,475 e Rf =0,41) e 01 (uma) de baixa polaridade (Rf = 0,22). Esses
valores s@o proximos dos descritos na Farmacopeia Brasileira (2010), que infere acerca dos 04
(quatro) tipos de derivados hidroxiantracénicos (senosideo) presentes nas folhas de sene: A (Rf
=04), B (Rf =0,2), C (Rf =0,5) e D (Rf = 0,45). Portanto, é sugerido a presenca desses
senosideos em nosso estudo: mancha 1 - senosideo B; mancha 2 - senosideo A; mancha 3 -
senosideo D e mancha 4 - senosideo C. Assim, € possivel definir ainda, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2010) a presenca do marcador analitico dos extratos dessa espécie

como os derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideo B (Rf =0,2).
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5.4 Investigaciao da atividade antimicrobiana

Os extratos hidroetandlicos em estudo, quando avaliados no tempo 0,ndo exibiram
atividade microbiana frente aos trés microorganismos testados (Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Candida albicans)( Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) (mg/mL) dos extratos hidroetanélicos dos
frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill.

EXTRATOS/ CIM (mg/mL)
Q1:7MU* S1:6 MU CL NT E

MICROORGANISMOS

Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) - - 0,2 X -
Escherichia coli

(ATCC 25922) - - 0,2 X -
Candida albicans

(ATCC 14053) - - X 0,2 -

Q 1:7 MU (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido por maceracdo com ultrassom em
hidromddulo 1:7); S 1:6 MU (extrato hidroetandlico de Senna alexandrina por macera¢do com ultrassom em
hidromddulo 1:6). CL: Cloranfenicol (controle positivo para bactérias); NT: Nistatina (controle positivo para
fungos); E: etanol 70% (controle negativo); X: ndo testado.

Fonte: dados da pesquisa

Estudo de Diaz (2009) e Montenegro (2018) também ndo evidenciaram atividade
antimicrobiana frente microorganismos do género Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomonas e Candida do extrato de quiabo. Mas estudo de Al-Saiym et al. (2015) e Neves
et al., 2017) indicaram atividade moderada contra Staphylococcus aureus e alguns fungos do

género Candida com extrato de sene.

5.5 Perfil de estabilidade preliminar dos extratos

A avaliacdo de parametros de estabilidade preliminar dos extratos hidroetandlicos dos

frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill. foi

fundamentada na avaliag¢do da atividade antioxidante.

5.5.1 Atividade antioxidante frente 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Os valores dos resultados obtidos pelo CEso nos extratos de hidroetandlicos dos frutos de

Abelmoschus esculentus e das folhas de Senna alexandrina podem ser considerados como
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muito ativos (CE so inferiores a 50 ug/mL) (tabela 5), segundo escore de Reynertson et al.
(2005); evidenciando, assim, potente atividade antioxidante das amostras em estudo.

Como parametro para avaliacdo da estabilidade dos extratos hidroetandlicos obtidos dos
frutos de Abelmoschus esculentus e das folhas de Senna alexandrina foi analisada a atividade
antioxidante no tempo 0, 15 e 30 dias. A Tabela 5 demonstra os resultados obtidos no tempo
inicial (dia 0), os quais foram empregados como os valores de referéncia durante todo o periodo

do estudo de estabilidade dessas amostras.

Tabela 5 — Avaliacdo da estabilidade dos extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus
esculentus (L.) Moench e das folhas de Senna alexandrina Mill., fundamentada na avaliacdo
da atividade antioxidante acondicionados em temperatura ambiente, geladeira e estufa,
avaliados em tempo 0, 15 e 30 dias.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CEso (pg/mL)
EXTRATO/
, TEMPO 0 TEMPO 15 TEMPO 30
HIDROMODULO
Amb. Gel. Est. Amb. Gel. Est.
Q1:7 MU* 5,67 5,72 5,69 5,73 5,75 5,71 5,81
S1:6 MU 5,46 5,51 5,48 5,63 5,59 5,51 5,77

Q 1:7 MU (extrato hidroetandlico de Abelmoschus esculentus obtido por macera¢do com ultrassom em
hidromddulo 1:7); S 1:6 MU (extrato hidroetandlico de Senna alexandrina por macera¢do com ultrassom em
hidromédulo 1:6). Os valores indicam os resultados obtidos nos tempos 0, 15 e 30 dias. A andlise de varidncia
ANOVA one-way, seguido de teste Tukey ndo demonstrou diferenca estatistica significativa. Acido gélico
(controle positivo): CEsol,50pug/mL. Amb.: temperatura ambiente de 25°C; Gel.: geladeira a 5°C; Est.: estufa a
40°C.

Fonte: dados da pesquisa

Com base nos resultados obtidos nos tempos 0, 15 e 30 dias € possivel observar que as
amostras apresentaram diferencgas estatisticas nos periodos estabelecidos. Ambos os extratos
apresentaram aumento no valor de CEso na atividade antioxidante, a partir do tempo O,
destacando-se as amostras acondicionadas em estufa (40°C), com maiores valores de CEsp em
ambos os tempos. Os dados da tabela 5 indicam ainda, que amostras acondicionadas em
geladeira apresentaram os menores valores de CEso e também, as menores diferencas
estatisticas de variacdo conforme o tempo decorrido nas andlises.

Os estudos de estabilidade sdo de grande importancia para a garantia da qualidade de um
produto, visando a degradacdo quimica ou mudancas fisicas pela utilizacdo de condicdes de
estocagem forcadas, definindo prazo de validade, periodo de utilizacdo em embalagem e
condi¢des adequadas de armazenamento, pois, estes parametros, garantem condi¢des para

avaliar a manutencao e reprodutibilidade da qualidade do fitoterapico (BRASIL, 2005).
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Como estudos com diversos extratos vegetais indicam relacdo entre atividade
antioxidante e anticancerigena (ROCHA, 2013; ISHII, 2018), diante da expressiva atividade
antioxidante e elevado teor de compostos fendlicos evidenciados nos extratos em estudo,
sugerimos que os extratos hidroetandlicos dos frutos de Abelmoschus esculentus e das folhas
de Senna alexandrina, tenham os estudos continuados em modelos pré-clinicos de avaliacdo de

atividade anticancerigena com diferentes linhagens de células tumorais.
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6 CONCLUSAO

A partir dos ensaios quimicos, fisicos, fisico-quimicos e bioldgicos realizados com os
extratos hidroetandliocos dos frutos de Abelmoschus esculentus (L.) Moench em hidromédulo
1:7 e das folhas de Senna alexandrina Mill. em hidromédulo 1:6, ambos com emprego do
procedimento extrativo maceracao assistida por ultrassom, conclui-se que:

- A maceragdo assistida por ultrassom representa método extrativo eficaz, com bom
rendimento para as espécies em estudo;

- Os ensaios de avaliacdo qualitativa e quantitativa dos constituintes quimicos, pH,
densidade e viscosidade dos extratos indicaram valores que sinalizam para potencial
prosseguimento dos estudos de obten¢do de preparagdes derivadas na obtengdo de fitoterapicos;

- A andlise cromatografica detectou quercetina como marcador analitico e/ou ativo do
quiabo; e o senosideo B como marcador analitico e/ou ativo do sene;

- No estudo de estabilidade foi possivel analisar a interferéncia da temperatura na
atividade antioxidante dos extratos analisados pelo método do radical livre estivel DPPH,
demostrando necessidade de parametros adequados de acondicionamento dos extratos vegetais
para manuten¢do doa constituintes quimicos responsaveis pela atividade antioxidante;

- Os extratos em estudo ndo apresentaram potencial antimicrobiano nas espécies testadas
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans).

Em conjunto, os resultados evidenciados nesse estudo permitem concluir que as espécies
possuem potencial para continuidade dos estudos de validacdo, com é€nfase aos estudos de
padronizacdo dos derivados e avaliacdo da atividade antitumoral, a serem realizadas com os
extratos brutos e suas substancias isoladas, na perspectiva de contribuicao efetiva para novas
opg¢Oes alternativas e complementares no tratamento do cincer, bem como outras doengas

realizadas ao estresse oxidativo.
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