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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial téxico, antioxidante e
antibacteriano do extrato etandlico da folha e do caule de Senna obtusifolia. A pesquisa
da atividade antioxidante foi realizada pelos métodos de DPPH e FTC, além da
determinacdo de compostos fendlicos pelo método do Follin. A atividade antibacteriana
foi realizada por meio de difusao em disco de papel. Os resultados indicaram que o
extrato etandlicos do caule apresentou atividade antibacteriana superior ao da folha. Na
analise antioxidante pelo método DPPH e FTC extratos das folhas e caules exibiram

atividade bioldgica.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antioxidante; atividade antibacteriana; Senna obtusifolia.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the antioxidant and antibacterial potential of
the ethanolic extract of the stem and leaf Senna obtusifolia. The survey of antioxidant
activity was measured by the FTC and DPPH methods, in addition to thedetermination
of phenolic compounds by the method of Follin. The antibacterial activity was by disk
the ethanolic extract of the stem

the leaf. In

diffusion paper. The results indicated that

showed antibacterial activity than analyzing the antioxidant DPPH
method and FTC both stem and leaf showed good, but the largest amount of phenolic

compounds.

KEY-WORDS: Antioxidant activity, antibacterial activity; Senna obtusifolia.

INTRODUCAO resisténcia antimicrobiana tem sido

relatada, fato que restringe as opcoes

Desde o surgimento da Penicilina
em 1929 e seu uso como quimioterapico
em 1941 a histéria de sucesso de
farmacos antimicrobianos consiste na
busca continua de drogas para combater
o desafio de cepas resistentes de
microrganismos (.

Linhagens patogénicas de
Escherichia coli sao causadoras de
infeccdes no trato geniturinario,

meningite neonatal, septicemia

hospitalar e infeccbes intestinais. A

terapéuticas disponiveis @,

O Staphylococcus aureus ¢é
considerado o patégeno  humano
oportunista de maior sucesso, que pode
infectar tanto individuos na comunidade
como em ambiente hospitalar, causando
um grande numero de sindromes clinicas
através de dois mecanismos: infeccdo
piogénica ou doenca mediada por
toxinas. O S. aureus é responsavel por
um amplo espectro de doencgas, dentre

elas, septicemia, endocardite,
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pneumonia, osteomielite, artrite séptica,
bacteremia, infeccdoes da pele, de
feridas, do sistema nervoso central, do
trato urinario e infeccbes associadas com
dispositivos intravasculares e corpos
estranhos. Sendo a bacteremia por S.
aureus uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo todo
3,

Devido a rapida disseminacdo
global de cepas resistentes a
antimicrobianos é necessaria a
descoberta de novas terapias. Por esta
razao a busca de antimicrobianos
extraidos de plantas tornou-se uma
alternativa importante ‘., H& milhares de
anos a natureza tem sido uma fonte de
agentes medicinais e um numero
impressionante de modernas drogas tem
sido isolado de plantas. A pesquisa de
plantas com atividade antimicrobiana
tem sido objetivo de varios trabalhos .

Cerca de 80.000 espécies de
plantas no Brasil, sdao descritas por
constituirem um potencial para o
descobrimento de novos farmacos,
porém apenas 17% delas sdo exploradas
para pesquisas de compostos
biologicamente ativos (®. A investigacdo
guanto a acdo antimicrobiana de plantas
produz resultados Uteis e elas
constituem de um potencial terapéutico
com acdo significativa frente a
patégenos humanos, incluindo bactérias,
fungos e virus .

As plantas com maior atividade
antimicrobiana sdo aquelas ricas em

polifendis, flavondides e taninos ), Em

pesquisa realizada por Nascimento Filho
et al.®® foi possivel identificar a presenca
desses constituintes quimicos em Senna
obtusifolia, sendo portanto valido a
investigacao do seu potencial
antimicrobiano, visto que sua
composicdo quimica sugere tal atividade,
além de um estudo mais detalhado de
seu potencial antioxidante. O potencial
antioxidante pode ser avaliado através
dos métodos DPPH (2,2- difenil-1-picril-
hidrazila), FTC (Tiocianato Férrico) e TBA
(Acido Tiobarbiturico).

O método do radical livre DPPH
consiste em avaliar a atividade
seqliestradora desse radical livre (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe), de
coloragdo purpura que absorve a 515
nm10. Por acdo de um antioxidante (AH)
ou uma espécie radicalar (Re), o DPPHe
€ reduzido formando difenil-picril-
hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da
absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados
obtidos determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou seqliestradora
de radicais livres e/ou a porcentagem de
DPPHe remanescente no meio reacional
A porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a
concentragao inicial de DPPH em 50% ¢é
denominada eficiente

(CEso), também

concentragao

chamada de
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concentragao inibitéria (CIsg). Quanto
maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor serd a sua CEsy e maior
a sua atividade antioxidante (7).

O método FTC sera usado para
medir a quantidade de perdéxido de
hidrogénio no inicio da peroxidacao
lipidica. No qual o perdoxido reage com o
cloreto férrico e forma o ion férrico, que
uni-se ao tiocianato de amonio e produz
o tiocianato férrico, substancia de cor
vermelha. Quanto menor for a
intensidade da coloracdo vermelha,
maior serd a absorbancia da amostra
analisada (.

A quantificagdo espectrométrica
de compostos fendlicos através do uso
do reagente de Folin-Ciocalteu figura

entre as técnicas mais extensivamente

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo dos extratos
vegetais etandlicos

A coleta da S. obtusifolia foi
realizada na Fazenda Santo Antonio,
povoado de Cadoi, municipio de Limoeiro
de Anadia - AL e Fazenda Monteiro,
povoado de Pé - Leve-Velho, municipio
de Arapiraca—-AL. Para a coleta das folhas
foi levado em consideragdo a morfologia,
inexisténcia de parasitas, tamanho e
aparéncia geral.

Os extratos foram preparados por
maceragao com etanol a temperatura
ambiente por quatro vezes consecutivas

e cada extragdo teve duragao de quatro

utilizadas. O reagente consiste de
mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico, no qual o molibdénio e
o tungsténio encontram-se no estado de
oxidacdo 6+ porém, em presenca de
certos agentes redutores, como o0s
compostos fendlicos, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio
azul, nos quais a média do estado de
oxidacdo dos metais esta entre 5 e 6 e
cuja coloragdo permite a determinacao
da concentracdo das  substancias
redutoras, que nao necessariamente
precisam ter natureza fendlica”’.

A presente pesquisa tem por
objetivo avaliar a atividade
antibacteriana, antioxidante do extrato
etanodlico da folha e do caule de Senna

obtusifolia.

dias. Os extratos foram filtrados e
reunidos. O solvente foi evaporado em
evaporador rotativo acoplado a bomba
de vacuo, os extratos secos foram
pesados e calculados pela expressao:
Rendimento (%) = (massa do
extrato/massa do material vegetal) x
100. A partir de 20 mg do extrato seco,
foi preparada uma solugdo em etanol a
1,0 mg mL? (ou 1:1) para posteriores
diluicdes das folhas e do caule de S.

obtusifolia.

Atividade antimicrobiana
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A atividade antimicrobiana foi
verificada em triplicata pelo método de
difusdo em disco de papel ©®,
Amostra

Foram utilizados extratos
etandlico do caule e folha de S.
obtusifolia (pertencentes a colecao de
extratos da FCBS-CESMAC) frente a 20
isolados de S. aureus e 20 isolados de E.
coli (pertencentes a colecdo de bactérias
da FCBS-CESMAC). As cepas cultivadas
em Oleo mineral foram reativadas em
Agar  Nutriente, incubadas  em
temperatura de aproximadamente 37 °C
durante 24 ou 48 horas e provas
bioquimicas foram realizadas para

confirmacdo das espécies.

Preparacdo das amostras

De cada isolado ativo e re-
identificado foi preparada uma
suspensdo bacteriana em solugdo salina
0,85% equivalente ao tubo 0,5 da escala
de McFarland, o que corresponde a uma
concentracdo de aproximadamente 0,1
mL x 10® UFC/mL. Cada suspensdo
bacteriana foi uniformemente distribuida
com swab sob a superficie de uma placa

de Petri contendo Agar Mueller Hinton.
Amostras vegetais
Discos de papel estéreis de

aproximadamente 6 mm de diametro

foram embebidos com 20 pL da solucao

do extrato etandlico (o extrato foi
esterilizado utilizando filtros de milipore
0,22 nm) nas concentragdes de 25, 50,
75 e 100 mg/mL e colocados para secar

em ambiente estéril.

Amostras controle

Como cepas padrao foram
utilizadas: Escherichia coli ATCC 25922 e
ATCC 35218, S. aureus ATCC 25923 e
ATCC 27853. Como controle positivo de
sensibilidade foi utilizado Imipenem de 5
mg/mL e como controle negativo um
disco contendo 20 uL de Etanol absoluto.
Avaliagao da Atividade

Antibacteriana

Os discos contendo o material
vegetal e os discos controles foram
inseridos nas placas em que as bactérias
foram inoculadas (bactérias testes e
padrao) e foram incubadas durante 24
horas em estufa a uma temperatura de
aproximadamente 37 °C. Apds o término
da incubacao foi realizada a observacao
da formacdo de halos. Halos iguais e
superiores a 7 mm (halos maiores que o
disco com amostras testes do item 2.1.3
e maiores que os halos do controle
negativo) foram considerados como

atividade antibacteriana®.

Atividade antioxidante

Método do DPPH: Teste quantitativo
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As amostras foram diluidas nas
concentracbes de 500, 250, 125, 50, 10
e 5 pg/mL. Para cada concentracdo o
teste foi realizado em triplicata. Em 3 mL
de cada amostra foi acrescido 0,1 mL de
solucdo etandlica do radical livre DPPH, e
incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. Como branco
foram utilizadas as amostras em cada
uma das diluigdes. Decorrido o tempo foi
realizada a leitura das absorbancias em
517 nm

amostras com DPPH contra seu branco

(espectrofotébmetro)  das

especifico. Como controle foi utilizada
uma aliquota de 0,1 mL de solugao
etandlica de DPPH adicionada de 3 mL de
etanol .

Para avaliar a atividade captadora
de radical livre, a porcentagem de
inibicdo foi baseada na equacdo: % de
inibicdo = [(absorbadncia do controle -
absorbancia da amostra)/absorbéancia do

controle] x 100.

Calculo de CEsg

Os valores de AAO% e das
concentragdes (500, 250, 125, 50, 10 e
5 pg/mL) foram relacionados utilizando o
programa “Excel for Windows”, obtendo-
se, para cada planta, a equacdo da reta.

A resolucao desta equacdo (substituindo

o valor de Y por 50) resultard no valor
de CEsp, que é a concentragdo necessaria
para produzir metade (50%) de um
efeito maximo estimado em 100% para

o extrato da planta .

Método FTC

O método FTC foi feito seguindo
metodologia descrita na literatura com
pequenas modificagdes, monitorando-se
a quantidade de peréxido de hidrogénio
no inicio da peroxidacdo lipidica que
levou a formacdo de tiocianato férrico,

substancia de cor vermelha 9,

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico do caule de S.

obtusifolia apresentou atividade
antibacteriana superior a folha frente a
bactérias da espécie de S. aureus. 30%
das amostras de S. aureus foram
inibidas pelo extrato etandlico da folha e
do caule de S. obtusifolia a partir da
concentracdo de 50mg/mL. Nenhum dos
extratos inibiu bactérias da espécie de E.
coli nas concentragodes estudadas (Tabela
1). Halos iguais ou superior 7mm serem
considerados sensiveis de acordo com

estudos realizados por Philippsen et al.
(11)
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Tabela 1 - Atividade antibacteriana do extrato etanodlico do caule e da folha de

S. obtusifolia frente a S. aureus determinada pelo método de difusdo de difusao

em disco de papel.

Parte da planta Concentracao (mg/mL) CIM 50
25 75 100 (mg/mL)
Caule 10% 30% 30% 30% > 100
Média de halo (mm) 8 8,83 9 9 -
Folha 0% 30% 30% 30% > 100
Média de halo (mm) <7 8 8 -

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos da atividade
antibacteriana estdo de acordo com
outro estudo, onde bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli) mostram-se
mais resistentes que as bactérias Gram-
positivas (S. aureus) 2,

Todas as concentracdes avaliadas
(500, 125, 50, 10 e 5 pg/mL) dos
extratos etandlicos do caule e folha de S.
obtusifolia apresentam a atividade
antioxidante pelo método do DPPH
(Tabela 2).

O maior percentual de atividade
antioxidante medida pelo método do
DPPH foi a concentracdo de 500 pg/mL
foi observado no extrato etandlico da
folha (73,46%) e o menor percentual
(1,06%) no extrato etandlico do caule na
concentracdo de 5 pg/mL. A folha de S.
obtusifolia apresentou melhor CEsq pelo
método de DPPH (Tabela 2).

Tabela 2 - Percentual da atividade antioxidante do extrato etandlico pelo

método do DPPH das folhas e caules de S. obtusifolia.

Conc. Caule Folha
Hg/mL Percentual da atividade antioxidante (AAO%)
500 17,91 73,46
250 10,07 43,26
125 3,39 17,08
50 2,23 9,04
10 1,63 2,13
5 1,06 1,53
CE50 10,44 1,65

Fonte: Dados da pesquisa.

O método de DPPH baseia-se na
transferéncia de elétrons de um

composto antioxidante para um radical

livre, que a medida que sofre redugdo
perde sua coloragdo purpura e torna-se

amarelada. Desta forma, esse método
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do

antioxidante, que ao doar um elétron se

avalia apenas o poder redutor
oxida, e por este motivo ndo detecta
substancias pré-oxidantes, por isso faz-
se necessaria a
como o FTC 13,

Da habilidade

etandlicos do caule e da folha de S.

realizacdo de testes

dos  extratos

obtusifolia para sequestrar o peroxido de
hidrogénio, avaliada pelo método do
Tiocianato Férrico, obteve-se valores
médios para porcentagens de captura

entre 82,8% e 103,16%. Tanto o caule

quanto a folha mostraram bons
resultados de atividade antioxidante
(Tabela 3).

Tabela 3. Percentual da atividade antioxidante total obtida pelo método do

Tiocianato Férrico (FTC) de S. obtusifolia.

Percentual da atividade antioxidante
Tempo em (AAO%)
Parte da planta horas Concentracao ug/mL

25 50 75 100

Oh 93,68 94,03 98,6 100,7

24 h 95,56 96,09 96,63 97,51

Caule 48 h 97,56 97,6 99,51 100
72 h 99,15 100,33 100,5 102,69

96 h 97,72 98,04 98,21 98,21
Oh 82,8 92,45 93,5 103,16

Folh 24 h 97,34 98,04 98,22 98,4
ofha 48 h 99,51 100 100,16 100,8
72 h 99,32 99,66 100,67 101,34
96 h 100,48 100,8 101,62 102,34

Fonte: Dados da pesquisa.

O método FTC é usado para medir
a quantidade de perdxido no inicio da
peroxidacdo lipidica, na qual ira reagir
com o peroxido de cloreto ferroso e
forma ions férrico. Os ions férrico, entdo,
unem-se com tiocianato de amoénio e

produzir tiocianato férrico. A substancia

é vermelha, e cor mais densa ¢é
indicativa de maior absorbancia (%,
A quantidade de compostos

fenolicos totais nos extratos etandlicos
das plantas foi igual para as duas partes

da planta sendo 0,04 mg de 4acido

galico/g de amostra, logo ndo e pode

correlacdao entre atividade

total

fazer a

antioxidante e o0s compostos

fendlicos das plantas estudadas ‘%,
A

atividade antioxidante

relacionada a compostos fendlicos
provém de suas propriedades redutoras
O papel

desempenhado por eles é importante na

e  estrutura quimica.
neutralizacdo ou no seqiiestro de radicais
livres, além da quelagdo de metais de

transicao, agindo tanto na etapa de
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iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo %,

Estudo semelhante ao nosso foi
realizado por Rocha et al. ©®, que
avaliaram a atividade antioxidante de
Anacardium occidentale e Glycyrrhiza
glabra pelo método fotocolorimétrico do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH). Semelhante ao nosso estudo,
foram avaliadas as concentragdes de 5,
10, 50, 125 e 500 pg/mL. Foi observado
que os extratos de A. occidentale
apresentaram maior atividade
antioxidante quando comparado aos
resultados de G. glabra. Os extratos de
A. occidentale  exibiram  atividade
antioxidante em todas as concentracdes

avaliadas, resultados esses semelhantes

ao nosso, ja que a espécie estudada
apresentou atividade antioxidante em
avaliadas

todas as concentragbes

independente da parte utilizada.

CONCLUSAO

Com o0s resultados pode-se
concluir que as partes aéreas de S.
obtusifolia é¢ uma fonte de compostos
biologicamente ativos com propriedade
antioxidante e antibacteriana, sendo a
folha a parte que teve melhor
desempenho. Isso induz a continuacao
de pesquisas com outras fracfes desta
planta com a finalidade de identificar os
compostos responsaveis por  tais

atividades.
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