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RESUMO

A padronizagdo quimica de medicamentos fitoterpicos e a garantia da sua eficicia e
seguranca requerem metodos analiticos adequados para a deteccdo e quantificacdo dos
principios ativos. Dentre as técnicas que podem ser empregadas para tal finalidade, a
espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV/Vis) é uma técnica reconhecida pela
acessibilidade, rapidez, baixa complexidade operacional e custo reduzido. Tratando-se do
doseamento de flavonoides, uma alternativa € a utilizacdo do cloreto de aluminio (AICl3), 0
qual reage com os flavonoides, proporcionando na analise espectrofotométrica, um
deslocamento batocrémico para maiores comprimentos de onda e intensificacdo da absorcéo.
Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi realizar a padronizagdo quimica e
botanica das folhas de Senna occidentalis, de forma a estabelecer especificacGes analiticas
que permitam sua aplicabilidade na rotina do controle de qualidade. Adicionalmente, foram
estabelecidas especificacdes complementares de qualidade para a espécie através da
caracterizacdo fitoquimica e fisico-quimica (granulometria, perda por dessecagdo, teor de
cinzas e teor de extrativos) e a avaliacao e proposta de um método analitico para quantificacdo
de flavonoides totais nesta espécie. A analise anatémica de S. occidentalis permitiu observar a
presenca de tricomas restrita a face abaxial das suas folhas como um diferencial para a
distincdo entre as demais espécies de Senna. A presenca de compostos fendlicos, entre eles
flavonoides e antraquinonas foi confirmada tanto no estudo histoquimico, quanto no
fitoquimico. Os resultados da perda por dessecacdo (10,93% + 0,057 (0,528%)), teor de
extrativos (35,35% =+ 0,061 (0,86%)), teor de cinzas totais (10,2%z= 0,17 (1,69%)) e teor de
cinzas insoltuveis em acido (7,72% + 0,19 (2,49%)), com respectivos desvios padrdo e
coeficiente de variacdo mostraram-se dentro das especificacbes preconizadas pela
Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do. Para o desenvolvimento e validacdo do método proposto,
foram seguidas as especificacdes da RE n° 899/03 (ANVISA). O método para quantificacdo
de flavonoides mostrou-se adequado para esta espécie, uma vez que a mesma possui em sua
composicdo flavonoides com estrutura quimica C-glicosilada, apresentando especificidade e
linearidade (R? = 0,9993). A porcentagem de recuperacdo foi de 101,7, 103,2 e 98,59% para
valores teoricos de TFT iguais a 4,11, 5,30 e 6,41 mg/mL respectivamente. A repetitividade,
determinada pelo desvio padrdo relativo de sextuplicatas a concentracdo do teste para o
extrato, apresentou TFT = 2,97 mg/mL = 0,070 (2,33%), enquanto para a precisdo
intermedidria, os resultados entre analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa, assim como os resultados do teste
de robustez. Tais resultados refletem a adequacdo do método proposto para analise
quantitativa de flavonoides totais nas folhas de S. occidentalis dentro dos parametros de
validacao estabelecidos pela RE n° 899/2003, garantindo assim confiabilidade suficiente para
sua adocdo na rotina de controle de qualidade. Dessa forma, a importancia deste estudo tem
como finalidade contribuir no processo de identificacdo, controle e padronizacdo de
parametros de qualidade para as folhas de S. occidentalis.

Palavras Chave: Flavonoides, espectrofotometria Ultravioleta/Visivel, Senna occidentalis,
controle de qualidade.
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ABSTRACT

The chemical standardization of herbal medicines and the assurance of its effectiveness and
safety require adequate analytical methods for detection and quantification of the actives
responsible for the pharmacological effect. Among the techniques which can be employed for
that, UV/Vis spectroscopy is considered an approachable, fast and simple technique, besides
low cost of implementation. Relative to flavonoids content, an alternative is the employment
of aluminum chloride (AICI3), which reacts with the flavonoids, occurring in
spectrophotometric analysis a batocromic displacement to longer wavelengths and
intensification of the absorption. In this context, the main objective of this work was
performing the chemical and botanical standardization of Senna occidentalis leaves, in order
to establish analytical specifications that enable its applicability in analytical routine. Also
aimed establish specifications for quality control of the specie by phytochemical and
physicochemical characterization (grain size, loss on drying, total and insoluble in acid ash
content and extractives) and evaluate an analytical procedure for quantitative determination of
total flavonoids in this species. The anatomical analysis of S. occidentalis allowed observing
the presence of trichomes restricted to abaxial surface of its leaves as a differential to the
distinction between the other species of Senna. The presence of polyphenols compounds
including flavonoids and anthraquinone swas confirmed in the histochemical and in the
phytochemical study. The results of loss on drying (10,93% + 0,057 (0,528%)), extractives
(35,35% £ 0,061 (0,86%)), total ash content (10,2%z= 0,17 (1,69%)) and insoluble in acid ash
content (7,72% £ 0,19 (2,49%)), with respective standard deviation and relative standard
deviation values showed that the results were inside the specifications established by the
Brazilian Pharmacopeia 5th edition. For the development and validation of the proposed
method, the specifications of RE n° 899/03 (ANVISA) were carried out. The method to
quantification of total flavonoids showed appropriate for this specie, because of the flavonoids
with chemical C-glycosylated structure in it composition, presenting besides specificity and
linearity (R? = 0.9993) achieved. The percentage of recovery was 101,7, 103,2 e 98,59% for
the theoretical values of TFC 4,11, 530 e 6,41 mg/mL respectively. The repeatability,
evaluated by the standard derivation of the sextuplicates at the test concentration for the
extract presented TFC = 2,97 mg/mL £ 0,070 (2.33%), while for intermediary precision, the
results between the different operator in a same and different day did not show significant
statistically difference, as well as the results of the robustness test. These results reflect the
suitability of the proposed method for the quantitative analysis of total flavonoids in leaves of
S. occidentalis in the validation parameters established by RE n° 899/2003, ensuring sufficient
reliability to its appliance in routine quality control. Thus, the importance of this study aims to
contribute to the process of identification, control and standardization of quality parameters
for the leaves of S. occidentalis.

Keywords: Flavonoids, Ultraviolet/Visible spectrophotometry, Senna occidentalis, quality
control.
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1 INTRODUCAO

A presenca de metabolitos biologicamente ativos na natureza estd condicionada as
necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas de cada espécie. Os metabdlitos
secundarios estdo diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a adequacdo ao
meio, bem como funcdo de defesa, reproducdo e interacdo entre organismos. EXxistem trés
grandes grupos de metabolitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides
(SANTOS, 2007).

Os compostos fenodlicos constituem uma classe de substancias com ampla gama de
atividades bioldgicas e de estruturas quimicas. Possuem pelo menos um anel aromatico no
qual, ao menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila. Existem diversas
classes de compostos fendlicos, que ocorrem de maneira universal nos vegetais e que podem
desempenhar importantes atividades biologicas. A maior parte dos compostos fendlicos ndo é
encontrada no estado livre na natureza, mas sob a forma de ésteres ou de heterosidios. Dentre
as diversas acdes farmacologicas dos compostos fenolicos, merece destaque a atividade
antioxidante (MORETONI, 2008).

De acordo com Moretoni (2008), no d&mbito dos compostos fendlicos, os flavonoides
sdo metabdlitos secundarios bastante recorrentes nas espécies vegetais. Sua estrutura basica
(Figura 1) é constituida pelo nucleo flavan, que consiste em 15 atomos de carbono arranjados
em trés anéis (C6-C3-C6), denominados A, B e C.

Figura 1- Estrutura basica dos flavonoides e respectiva numeragéo

Fonte: Zuanazzi; Montanha, 2007.

Os flavonoides podem ser subdivididos em seis classes: flavonas, flavanonas,

isoflavonas, chalconas, flavanois (catequinas) e antocianinas (Figura 2), com base na estrutura

Vanessa da Silva Luna
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e conformacgdo do anel heterociclico de oxigénio (anel C) do nucleo fundamental 2-fenil-
benzopirano. Dentro de uma mesma classe, 0s compostos diferem entre si segundo o padréo
de substituicdo nos anéis A e B (MARQUES, 2011). Koes, Quattrocchio e Mol (1994)
justificam a existéncia de uma grande diversidade estrutural dos flavonoides através das
varias modificacfes que os compostos desta classe podem sofrer, tais como hidroxilacéo,
metilacdo, acilacdo e glicosilagéo.

Figura 2- Ndcleo fundamental das principais classes de flavonoides

(0]
| o M
o

8]
Antocianidinas loflavonas Flavanonas
I Sendle
|
O 0
Chalconas Flavonas Flavonois

Fonte: Zuanazzi; Montanha, 2007.

Podem ser encontrados sob a forma de aglicona, como por exemplo, a quercetina,
porém sdo mais frequentes na forma de glicosideos, como hiperosideo, isoquercetina e rutina
(Figura 3), sendo denominados de O-glicosideos, quando a ligacdo ao aglcar se da por
intermédio de uma hidroxila, ou C-glicosideos, quando a ligacdo se da com um atomo de
carbono. Quando a estrutura flavonoidica encontra-se sem o acucar, é denominada de
aglicona (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
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Figura 3- Exemplos de flavonoides e correspondentes estruturas quimicas
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Fonte: Zuanazzi; Montanha, 2007.

A producéo de flavonoides nos vegetais é influenciada por varios fatores ambientais.
Estes compostos absorvem radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do
visivel, apresentando assim um papel de defesa das plantas frente a radiacdo UV da luz solar.
Além disso, eles podem representar uma barreira quimica de defesa contra micro-organismos,
insetos e outros animais herbivoros, além de atuar também em relacionamentos harmdnicos
entre plantas e insetos, contribuindo para o fendmeno da polinizagio (TOMAS-BARBERAN,
199; SANTOS; BLATT, 1997).

Dentre as acbes farmacoldgicas dos flavonoides comprovadas pela comunidade
cientifica, destacam-se a sua reconhecida atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
antineoplasica, 0 que contribui com o crescimento das pesquisas cientificas que apresentam
interesse de conhecer cada vez melhor suas propriedades terapéuticas (SANTQOS, 2007). De
grande aplicabilidade nos ramos da inddstria alimenticia e farmacéutica, sendo ainda
marcadores analiticos de grande importancia para o controle de qualidade de drogas vegetais,
as técnicas de doseamento de flavonoides vém sendo bastante estudadas, em funcdo da
escassez de monografias nos compéndios oficiais, fazendo-se necessario o desenvolvimento
de métodos analiticos para quantificacdo destes compostos (MARQUES, 2011).

Diversas técnicas podem ser empregadas para o doseamento de flavonoides em
materiais vegetais, sendo a espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV/Vis) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) as de uso mais recorrente. Embora as

vantagens da técnica por espectrofotometria no UV/Visivel no que diz respeito a simplicidade
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operacional e facil disponibilidade nos laboratérios de controle de qualidade, dificuldades
relacionadas a seletividade desta técnica tém sido um dos maiores desafios, especialmente se
tratando de matrizes complexas como as drogas vegetais, uma vez que a espectrofotometria
direta pode ocasionar sobreposi¢do das bandas, impedindo a absor¢do do componente de
interesse (CHABARIBERI et al., 2008; MARQUES et al., 2012).

Com a finalidade de diminuir a quantidade de interferentes que possam vir a
comprometer a absorcdo dos compostos de interesse analitico para a ocasido, empregam-se
reagentes para a conversao dos componentes em uma forma que permita a medida de
absorcéo de radiacdo com maior sensibilidade e/ou seletividade (ROCHA; TEIXEIRA, 2004).
Tratando-se do doseamento de flavonoides, dentre os reagentes utilizados para tal finalidade,
destaca-se o cloreto de aluminio (AIClI3)

O uso do cloreto de aluminio para doseamento de alguns grupamentos quimicos foi
pela primeira vez empregado para antocianidinas. Em 1954, Harborne sugeriu 0 uso do
cloreto de aluminio para a determinacdo espectrofotométrica da presenca de certos
grupamentos quimicos em flavonoides (MABRY et al., 1970). Da década de 60 em diante, o
composto passou a ser largamente empregado como um reagente de desvios em
espectrofotometria no UV/Vis para a determinacéo estrutural de flavonoides (MABRY et al.,
1970; MARKHAM, 1982).

Schmidt e Ortega (1993) propuseram uma metodologia espectrofotométrica para
determinacdo de flavonoides totais em plantas utilizando cloreto de aluminio. O cation
aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides em metanol, ocorrendo na analise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da
absorcdo (Figura 4). Dessa maneira, é possivel determinar a quantidade de flavonoides,
evitando-se a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos,
que invariavelmente acompanham os flavonoides nos tecidos vegetais (MARCUCCI,
WOISKY; SALATINO, 1998).
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Figura 4- Formagdo do complexo flavonoide-Al, em solucéo metandlica de cloreto de aluminio.
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Fonte: Marcucci; Woisky; Salatino, 1998.

Os espectros de absorcdo caracteristicos da classe dos flavonoides sédo determinados
pelo seu nacleo fundamental 2-fenil-benzopirano e exibem duas grandes bandas de absorcé&o:
uma na regido entre 320-385 nm (Banda 1), correspondente a absorcao do sistema cinamoil do
anel B, e outra na regido entre 240-280 nm (Banda 1), correspondente a absorcdo do sistema
benzoil do anel A. Sendo que outros compostos fenolicos também possuem bandas de
absorcdo similares (MARKHAN, 1982). A complexacdo com cloreto de aluminio permite a
formacdo de complexos coloridos estaveis entre o cation AI** com os flavonoides, sem a
interferéncia dos demais compostos fendlicos, ocasionando desvio batocrémico dos seus
maximos de absor¢do para maiores comprimentos de onda (PETRY et al., 1998;
MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998; SOUZA; GIOVANI, 2005).

Quanto as condicBes experimentais, a leitura é feita em espectrofotdmetro a 425 nm,
utilizando-se cloreto de aluminio a 2% em metanol (WOISKY, 1998; WOISKY;
SALATINO, 1996). Nessas condi¢cdes, o complexo flavonoide-Al absorve em comprimento
de onda bem maior do que o flavonoide sem a presenca do agente complexante. Os acidos
fenolicos, mesmo os que formam complexos com cloreto de aluminio, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira interferéncias nas medidas
de absorbancia (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

Apesar da boa reprodutibilidade, o uso de cloreto de aluminio para a determinagéo da
quantidade de flavonoides totais ndo é, no entanto, um procedimento isento de limitagdes. O
método pode ser pouco exato, ou seja, o valor que ele fornece pode ser geralmente inferior em
relacdo a quantidade de flavonoides totais realmente presente na amostra analisada. O valor
medido e o valor real sdo tanto mais proximos entre si quanto maior a proporgéo de flavondis

na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a proporcdo de flavonas. Isto pode estar
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associado ao fato de que o comprimento de onda selecionado (425 nm) corresponde a banda
de absorcdo do complexo quercetina-Al. A quercetina ¢ um flavonol, certamente o mais
comum dos flavonoides encontrado nas plantas. Os complexos dos outros flavondis com
aluminio absorvem bem proximo de 425 nm, mas 0s complexos derivados de flavonas
absorvem em comprimentos de onda inferiores, o que causa uma subestimativa nas
determinagfes de misturas muito ricas em flavonas (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO,
1998).

Um procedimento complementar que confere maior especificidade a quantificacdo de
flavonoides apds complexacdo com cloreto de aluminio é a hidrolise acida. A hidrdlise dos
glicosideos para liberar as agliconas oferece um método mais pratico para determinacdo dos
flavonoides e dependendo do tipo de acglcar ligado a aglicona, muitos parametros podem
influenciar na eficiéncia da hidrdlise, tal como a composicao de solventes, concentracdo do
acido empregado, tempo e temperatura de extragdo, entre outros, podendo ocorrer degradaco
ou mesmo hidrélise incompleta do heterosideo. Hertog e colaboradores (1992 apud
HOFFMANN-RIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008) definiram em seu estudo o uso do
acido cloridrico para hidrolise dos flavonoides, bem como maior eficiéncia da extracdo destes
compostos com solucdo metanolica 50%.

Além dos ensaios de doseamento de metabolitos secundarios em matérias primas
vegetais, o estabelecimento de parametros para o controle de qualidade destas matrizes
contam com estudos de autenticidade (caracterizacdo organoléptica, caracterizacdo macro e
microscopica), testes de pureza e integridade (cinzas totais, cinzas insolGveis em acido, teor
de umidade, determinacdo de materiais estranhos, contaminantes microbiol6gicos e metais
pesados) (FRASSON; BITTENCOURT; HEINZMANN, 2003). O registro de produtos
fitoterapicos no mercado farmacéutico, regulamentado pela RDC n° 14/2010, exige que estes
testes sejam indispensaveis, haja vista que permitem a avaliacdo da qualidade e autenticidade
da sua composicéo.

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementacdo de método
conhecido, envolve processo de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina do laboratorio.
Este processo é denominado validagdo. A RE n° 899, de 29 de maio de 2003 institui as
caracteristicas a serem avaliadas durante a validacdo de procedimentos analiticos para
matérias-primas e produtos acabados, de forma a garantir, por meio de estudos experimentais,
gue 0s mesmos apresentem parametros que conduzam a resultados confiaveis e adequados a

qualidade exigida para os medicamentos. Para tanto, deve apresentar precisdo, exatidao,
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linearidade, sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade adequada a analise (ANVISA,
2003).

Senna occidentalis, conhecida na medicina popular por suas atividades laxativa e anti-
inflamatdria, associadas respectivamente a presenca de antraquinonas e flavonoides em sua
composi¢do, constitui uma espécie utilizada em algumas formulagdes comercializadas no
Brasil. Entretanto, embora existam metodologias analiticas para o doseamento de
antraquinonas, poucos sao os estudos disponiveis acerca do desenvolvimento analitico para a
espécie no que diz respeito ao doseamento de flavonoides. Tal condi¢do dificulta a obtencéo
de produtos com qualidade adequada e constante, o que pode inviabilizar economicamente a
espécie e privar a populacdo de mais uma potencial alternativa terapéutica.

Neste contexto, o presente trabalho buscou a caracterizacdo botéanica e fitoquimica da
espécie, bem como o desenvolvimento e validacdo de um método analitico aplicavel ao
controle de qualidade da matéria prima vegetal e da solucdo extrativa obtida a partir das
folhas de S. occidentalis, em virtude do interesse econdmico que apresenta esta espécie. Dessa
forma, foram realizadas todas as etapas necessarias de modo a propor um meétodo analitico
para quantificacdo de flavonoides totais que atenda os requisitos da RE n°® 899, garantindo
assim sua confiabilidade e aplicacdo na rotina laboratorial para o controle de qualidade desta

espécie.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Realizar a padronizagdo quimica e botanica de Senna occidentalis L., de modo a estabelecer
especificacbes que possam ser aplicadas como parametros para o controle de qualidade da

especie.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar estudo anatdmico e histoquimico de S. occidentalis;

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica e fitoquimica da matéria-prima vegetal;

¢ Desenvolver uma metodologia analitica para a quantificacdo de flavonoides totais na droga
vegetal, utilizando espectrofotometria UV/Vis;

o Validar a metodologia analitica desenvolvida conforme a RE n° 899/2003, de forma a

estabelecer especificacBes analiticas que permitam sua aplicabilidade na rotina laboratorial.
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3 CAPITULOI
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RESUMO: Senna occidentalis Link (Fabaceae) € um arbusto de ocorréncia em regides
tropicais e subtropicais, incluindo todo territorio brasileiro, sendo uma invasora frequente de
areas de pastagem. Esta espécie é conhecida por sua aplicabilidade principalmente como
laxante e hepatoprotetora, além de ser uma importante fonte nutricional para algumas
comunidades indigenas e africanas. Estudos quimicos relatam a presenca de Varios
constituintes oriundos do metabolismo secundério vegetal, tais como compostos antracénicos,
flavonoides, taninos, alcaloides piperidinicos, xantonas, triterpenos e esteroides, além de suas
sementes serem ricas em carboidratos. Dentre as substancias isoladas e identificadas das
partes de S. occidentalis, destacam-se emodina, aloe-emodina, antronas, apigenina,
cassioccidentalina, quercetina, reina, senosideos, vitexina, occidentalol e singueanol. Esta
espécie ainda merece destaque por suas sementes apresentarem elevada concentracdo de
glicosideos antraquinénicos, sendo extremamente toxicas quando ingeridas in natura por
animais de pastagem. Pelo seu historico de uso na medicina popular S. occidentalis torna-se
um interessante alvo de pesquisas envolvendo o lancamento de medicamentos no mercado a
partir do aproveitamento sustentavel dos recursos da flora nacional, embora que para isso,
devam ser realizados estudos multidisciplinares que garantam a eficacia e seguranca dos

produtos derivados deste vegetal.

Palavras-chave: Senna occidentalis. Antraquinonas. Flavonoides.

ABSTRACT: Senna occidentalis Link (Fabaceae) is a bush with occurrence in tropical and
subtropical regions, including all the Brazilian territory, quite frequently in pastures areas.
This specie is notable due its applying as laxative, hepatoprotective and an important
nutritional source for some indigenous and African communities. A wide range of the
chemical constituents have been related from secondary metabolism of this species, including
anthraquinones, flavonoids, tannins, xanthones, piperidines alkaloids, triterpens and sterols,
besides that there is a notable amount of carbohydrates in it seeds. Among the substances
isolated and identified from the parts of S. occidentalis, stands out emodin, aloe-emodin,
anthrones, apigenin, cassioccidentalin, quercetin, rhein, senosides, vitexin, occidentalol and
singueanol. This specie also is notable by the anthraquinone glycosides in its seeds being
extremely toxic when consumed in natura by domestic animals. Because the use in traditional
medicine, S. occidentalis becomes an interesting target for researches involving launch of

herbal products on the trade from the sustainable use of the national flora resources, although
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for that is necessary multidisciplinary studies that ensure the effectiveness and safety of

products derived from this plant.

Keywords: Senna occidentalis. Anthraquinones, Flavonoids.

INTRODUCAO

O emprego de plantas para o tratamento de enfermidades, por muitas vezes, representa
0 Unico recurso terapéutico disponivel para muitas comunidades e grupos étnicos. Com o
passar dos anos e 0 avango da ciéncia, 0 resgate dos conhecimentos empiricos sobre o0 uso
terapéutico de plantas passou a dar suporte para estudos cientificos envolvendo o
desenvolvimento de novos medicamentos a partir desta pratica. A fitoterapia é vista como
uma opcao medicamentosa bem aceita e acessivel aos povos do mundo e, no caso do Brasil,
mostra-se adequada as necessidades locais de centenas de municipios brasileiros no
atendimento primario a saude (Cafigueral; Dellacassa; Bandoni, 2003).

Dentre as familias do reino vegetal que despertam o interesse de pesquisadores,
destaca-se a Fabaceae (Leguminosae), que compreende uma das maiores familias dentre as
Angiospermas, com cerca de 730 géneros que somam mais de 19.000 espécies, e é
classificada em trés subfamilias (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae). Fabaceae
estd presente na vegetacdo sob a forma de espécies herbaceas, arbustivas e arbdreas e possui
distribuicdo cosmopolita, devido a sua capacidade de adaptacdo tanto a climas tropicais
quanto subtropicais, sendo menos frequentes em regides temperadas (Lima, 2000; Bortoluzzi;
Miotto; Reis, 2007) e ainda as suas associagdes com bactérias do solo fixadoras de nitrogénio
(Souza, 2010).

O género Senna destaca-se por ser uma importante fonte de compostos com diversas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, apresentando em algumas espécies atividades
laxativa, hepatoprotetora, antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria, antioxidante,
antipirética, analgésica e antimalarica comprovadas (Viegas Junior, 2006; Silva et al., 2010),
0 que desperta um grande interesse na sua aplicabilidade no mercado. A rigor, a literatura
relata o isolamento de mais de 350 metabdlitos secundarios em espécies do género Senna,
distribuidas em regides tropicais e subtropicais de varias partes do mundo. Dentre as classes
de compostos conhecidos, foi evidenciada a ocorréncia marcante de antraquinonas e

flavonoides na maioria das espécies relatadas na literatura (Candido et al., 2010).
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Neste género, as pesquisas envolvendo Senna occidentalis apontam seus notaveis
efeitos laxativos, purgativos e hepatoprotetor devido a presenca das antraquinonas, bem como
anti-inflamatorio, antioxidante e antimalarico (Gupta et al., 2005). Devido ao seu amplo uso
na medicina tradicional, bem como sua ubiquidade, esta se torna uma espécie de interesse
econdmico no que diz respeito ao aproveitamento sustentavel da flora nacional.

Este artigo apresenta uma revisdo acerca dos aspectos boténicos, quimicos,
farmacologicos e toxicoldgicos de Senna occidentalis, com a finalidade de oferecer
informacOes atualizadas sobre a espécie. Para tal, foi realizada a analise de publicacdes
(periddicos indexados, dissertacdes, teses e livros), utilizando as palavras-chave Senna e
Cassia, selecionando aqueles que traziam dados direcionados ao delineamento desta pesquisa.

Aspectos botanicos

Senna occidentalis Link é uma espécie pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae),
subfamilia Caesalpinioideae, conhecida popularmente como fedegoso (devido ao seu odor
fétido), sene, mata pasto, manjerioba, folha-de-pajé, maioba, fedegoso-verdadeiro, fedegosa,
mamanga e café negro. Pode ser encontrada praticamente na maioria dos paises tropicais e
subtropicais, incluindo todo territério brasileiro, sendo uma invasora frequente de areas de
pastagem, pomares, terrenos baldios e margens de estradas (Céandido et al., 2010; Lorenzi,
2000).

Estudos realizados por Irwin e Barneby (1982) com os géneros da subtribo Cassiinae
(Chamaecrista, Cassia e Senna) permitiram uma reorganizacdo taxondmica, uma vez que
antes deste tratamento, algumas espécies de Chamaecrista e Senna eram incluidas em Cassia.
Desta forma, houve a transposicdo taxondmica de espécies do género Cassia para 0 taxon
Senna. Com a classificacdo das subfamilias, o género Cassia, entdo incluido em Fabaceae,
diminui em tamanho (Viegas Junior et al., 2006; Silva, 2011). Senna distingue-se de Cassia
principalmente pelos filetes retos, mais curtos ou até duas vezes o comprimento das anteras e
pela presenca de nectarios extraflorais na maioria das espécies (Rodrigues et al., 2005). Por
outro lado, Senna difere de Chamaecrista principalmente pela auséncia de bractéolas
(excepcionalmente presentes), pelo androceu zigomorfo e pelos legumes que podem ser
indeiscentes (Irwin; Barneby, 1982).

Portanto, espécies de Cassia, juntamente com aquelas com sinonimia Senna ou com
algumas que mudaram para 0 grupo Senna ap0s 0 novo sistema de classificacdo taxondmica,

constituem um dos maiores géneros da familia Fabaceae, com cerca de 500 a 600 espécies
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(Viegas Junior et al., 2006). Lock (apud Saheed; Illoh, 2010) aponta que o fato do surgimento
de problemas relacionados a nomenclatura ap6s as mudangas de Irwin e Barneby deve-se ao
fato de existirem pesquisadores, principalmente na regido africana, que preferem continuar
utilizando Cassia no seu sentido amplo.

A espécie apresenta-se como um arbusto ou subarbusto glabro (Figura 1a), de caule
herbaceo ou apenas lenhoso na base, de coloracdo arroxeada, podendo atingir de 0,3 a 2
metros de altura. Os ramos sdo glabros ou glabrescentes, as folhas sdo alternadas, compostas
parapinadas, com raquis comprida e estipulada com uma glandula na base (Figura 1b, 1c),
composta de 4 a 6 pares de foliolos curto-peciolados, elipticos ou oval-lanceolados, &pice
agudo ou acuminado, de até 4 cm de comprimento e 25 mm de largura (glandulas presentes na
base do peciolo, ovoides ou globosas, sésseis), com coloracdo verde-escura nas duas paginas
(Figura 1d); as flores sdo grandes, amarelas, com nervuras cor laranja, dispostas em pequenos
racemos axilares, solitarios nas flores superiores ou aglomerados, formando paniculas
terminais (Rodrigues et al., 2005; Aragéo, 2008; Yadav et al, 2009).

Fgura: Senna occidentalis Link. a. Aspectos gerais, b. Folha, c-d. Foliolo.

Os frutos sdo do tipo vagem glabra, de até 12 cm de comprimento e 9 mm de largura,
reta ou arqueada, contendo cerca de 20 a 40 sementes ovoides, castanho-escuro, duras, lisas,
agudas numa extremidade e arredondadas na outra (Aragdo, 2008; Yadav et al., 2009). O

direcionamento do crescimento de suas vagens — de forma curva, com pontas para cima —
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consiste em uma particularidade da S. occidentalis em relacdo as demais espécies de Senna
(Sousa, 2009). Sahed e Illoh (2010), em estudo taxonémico comparativo de algumas espécies
em Cassiinae, descreveram a anatomia e a fisiologia de Senna occidentalis.

Esta leguminosa é de vida curta, 6 a 9 meses, podendo chegar a pouco mais de um ano
em condi¢Oes ambientais favoraveis, e crescimento moderadamente rapido, propiciado em
regides Umidas e frias. Reproduz efetivamente por sementes, com germinacdo escalonada
efetivamente na primavera nas regides do Brasil (Kissmann; Groth, 1999), florescendo no
periodo de setembro a outubro e frutificando entre fevereiro e abril. De acordo com Fowler e
Carpanezzi (1997), as sementes de fedegoso apresentam dorméncia tegumentar, 0 que € um
empecilho para a produgéo de mudas.

Microscopicamente, esta espécie apresenta foliolos anfiestomaticos, com estbmatos do
tipo paracitico, de forma eliptica, de tamanhos varidveis. Na superficie adaxial, as células
apresentam-se com formas e tamanhos irregulares, ora alongadas, ora retangulares, com
tamanhos variando entre 42,5-67,5 um de comprimento e 15-42,5 um de largura; ndo séo
observados tricomas e ha presenca significativa de drusas de oxalato de calcio nesta regido.
As células abaxiais geralmente poligonais, com tamanhos variando entre 37,5-90 um de
comprimento e 12,5-51 um de largura. Podem ser encontrados tricomas apenas do tipo
glandular, distribuidos esparsamente, medindo em média, de 92,5-180 um de comprimento.
Drusas e cristais de areia também estdo presentes (Sahed; Illoh, 2010; Ogundipe; Kadiri;
Adekanmbi, 2009).

Ogundipe, Kadiri e Adekanmbi (2009), em estudo comparativo com seis espécies de
Senna, observaram algumas caracteristicas que diferenciam S. occidentalis das demais, a
citar: células epidérmicas poligonais irregulares em ambas a faces, parede anticlinal reta na
face adaxial e ondulada na face abaxial e a presenca de tricomas apenas na face abaxial.

O conhecimento morfoanatdmico das espécies vegetais € bastante relevante, uma vez
que permite conhecer as particularidades que auxiliam na diferenciacéo de espécies do mesmo

género, bem como forneca subsidios para o controle de qualidade botanico.

Aspectos quimicos

Do ponto de vista quimico, pesquisas envolvendo espécies do género Senna revelaram
em sua composi¢do uma vasta diversidade de substancias bioativas derivadas do metabolismo
secundario, sendo as antraquinonas, flavonoides e outros compostos fendlicos 0s constituintes

mais frequentes na maioria das espécies (Viegas Junior et al, 2006; Gupta; Singh, 1991).
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Esteroides, alcaloides piperidinicos, isoquinolinas, cromonas, lactonas, estilbenos, triterpenos
e polissacarideos também ja foram relatados para este género (Rodrigues, 2008).

O perfil fitoquimico realizado com Senna occidentalis relata o isolamento e elucidacao
estrutural de varios constituintes em diversas partes da planta (Tabela 1), destacando a
presenca marcante de compostos das classes das antraquinonas e flavonoides. Ambasta e
colaboradores (apud Di Stasi, 2002) afirmam que a concentracdo de compostos fendlicos em
folhas e caules desta espécie esta condicionada aos diferentes estagios de desenvolvimento do

vegetal, bem como as condicGes climaticas de cada regido (Gupta; Singh, 1991).
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Tabela 1- Principais componentes quimicos encontrados em Senna occidentalis.

Classe do metabdlito

Nome da substéncia

Parte da planta

Referéncia

Sementes, raizes, flores,

Niranjan; Gupta (1973); Rai; Shok (1983); Al-Warhi et

Emodina folhas al. (2003).
Fisciona Sementes, raizes, flores, Lal; Gupta (1973b); Niranjan; Gupta (1973); Rai; Shok
folhas (1983); Duke (1992).
Reina Sementes, raizes Rai; Shok (1983); Duke (1992).
Quinonas e Helmintosporina Sementes, raizes Duke (1992); Wader; Kudav (1987).
correlatos Crisofanol Sementes, raizes, folhas Rai; Shok (1983); Duke (1992).
Occidentalol Raizes Kitanaka; Takido (1989).
Morfolina Sementes Kim et al. (1971).
Crisarobina Sementes Duke (1992).
Biantraquinona Sementes Al-Warhi et al. (2003).
Metil-antraquinonas Galhos Al-Warhi et al. (2003).
GI'COS'C.“QS . Sementes Lal; Gupta (1973a).
antraquinénicos
Xantonas Cassiolina (pinselina) Sementes, raizes Ginde et al. (1970); Wader; Kudav (1987).
Metilxantona Raizes Wader; Kudav (1987).
Dichalcona Sementes Al-Warhi et al. (2003).
L . Tiwari; Singh (1977); Singh; Singh (1985); Hatano et al.
R GI|c05|d.eos flavonoidicos | Folhas, frutos e galhos (1999): Al-Warhi et al. (2003): Purwar et al. (2003).
Quercetina Raizes Duke (1992).
Apigenina, vitexina Folhas Yadav et al. (2010)
Cirsileneol Galhos Al-Warhi et al. (2003).
Taninos Acido tanico Sementes, raizes Duke (1992); Evans; Banso (2002).
Alcaloides Alcaloides Folhas Hussain; Deeni (1991).
Saponinas Saponinas Folhas, raizes Evans; Banso (2002), Ogunkunle; Ladejobi (2006).
Esteroides Sitosterol, campesterol Sementes, raizes Rizvi et al. (1971), Lal; Gupta (1973b).

Acidos graxos

Acido linoleico, oleico e
estearico

Sementes

Schmeda-Hirschmann; Arias (1992).

Oleo essencial

Oleo essencial

Sementes

Duke (1992)
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Mono e polissacarideos Sementes Katiyar; Niranjan (1981)
Carboidratos Galactomanana Sementes Gupta et al. (2005)
Arabnose Galhos Al-Warhi et al. (2003)
Toxoalbumina Sementes Moussu (1925)
Proteinas Amino&cidos Sementes Katiyar; Niranjan (1981)
Peptideos Sementes Lombardo et al. (2004a; 2004b)
Célcio, ferro, magnesio,
Sais minerais sodio, potassio, cobre, Sementes Duke (1992)

manganés, zinco

Fonte: adaptado de Lombardo et al., 2009
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Dentre a gama de compostos identificados, destacam-se a emodina, aloe-emodina
(Alves, 1965), antronas, apigenina, campesterol, cassiolina, &cido crisofanico, crisofanol,
kaempferol, acido linoleico, matucinol, é&cido oleico (Anton; Duquenois, 1968),
cassioccidentalina A, cassioccidentalina B e cassioccidentalina C (Hatano et al., 1999),
cassiolina (Ginde et al., 1970), quercetina, rhamnosideo, reina, rubrofusarina, sitosterol,
taninos e xantonas (Chukwujekwu et al., 2006), senosideos, vitexina, occidentalol-I,
occidentalol-11 e singueanol (Yadav Et al., 2010). As estruturas de algumas destas substancias

podem ser observadas na Figura 2.

Occidentol -1 Occidentol - I Singueanol

OH

0OH o] OH OH o OH 0OH 0
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o o L
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HO (o} | o ox
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o
HO o
OH
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P
0

Cassioccidentalina B Cassioceidentaling C Cassiolina

Figura 2: Substancias isoladas de Senna occidentalis.
Fonte: Yadav et al, 2009; Viegas Junior et al., 2006; Lombardo et al., 2009.

Yadav e colaboradores (2010) esclarecem que a quantidade de compostos antracénicos
em S. occidentalis € bem maior nas sementes do que nas folhas e raizes. As sementes dessa
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espécie também sdo consideradas uma eficiente fonte de carboidratos e proteinas do ponto de
vista nutricional, mas neste caso, € preciso levar em consideracdo a notavel atividade laxante
comprovada de componentes antraquindnicos, bem como a sua toxicidade quando ingerida in
natura. Ainda, as sementes de Senna occidentalis sdo ricas em galactomanana, carboidrato
que pode substituir as gomas convencionais utilizadas em industrias farmacéuticas,
alimenticias, de papel e outras (Gupta et al., 2005). A continua identificacdo de novos
metabolitos de S. occidentalis, aliada a novos métodos de avaliacdo farmacologica e biologica
tem sido determinante na descoberta de compostos ativos e que apresentem seletividade por

determinados alvos bioldgicos (Viegas Junior et al., 2006).

Aspectos farmacolégicos

As espécies do género Senna sdo conhecidas na medicina tradicional desde a
antiguidade, principalmente por suas atividades purgativas e laxativas, atribuidas a presenca
de glicosideos antraquindnicos em sua composicdo quimica. Raizes, folhas e sementes de S.
occidentalis sdo empregadas no tratamento de diversas enfermidades. No Peru, as raizes de
Senna occidentalis sdo utilizadas como diurético e sua decocgdo é usada para tratar a febre.
As sementes sdo fermentadas em uma bebida e usadas no tratamento da asma, enquanto a
infusdo da flor é usada no tratamento da bronquite. Os indios da Nicaragua usam a decoccao
de folhas frescas para dor, dor uterina menstrual e constipacdo intestinal (Gupta et al., 1979;
Chukwujekwu et al., 2006). No Panama, um chéa de folhas é usado para colicas estomacais e
as folhas esmagadas sdo usadas para preparagdo de um tipo de cataplasma empregado como
anti-inflamatorio. Em varios paises as folhas secas de fedegoso sdo esmagadas ou fermentadas
em um ché e aplicadas externamente para o tratamento de doencas da pele, feridas, fungos,
abscessos e como analgésico e anti-inflamatério. A raiz, fortemente amarga, é usada como
antidoto de varios venenos e como abortiva (Di Stasi, 1990; Aragdo, 2008).

Pesquisas fitoquimicas e farmacoldgicas realizadas com S. occidentalis sugerem que
tal espécie possua atividades anti-inflamatoria, antiplaquetaria, relaxante muscular,
antihemolitica e inibidora da peroxidacdo lipidica, além de laxativa, purgativa, antibacteriana,
hepatoprotetora, antifingica, antimalarica, contra erisipela e doencas cutaneas (Viegas Junior
et al., 2006; Yadav et al., 2010), larvicida (Yang; Lim; Lee, 2003), antireumatica, antipirética,
antitumoral, expectorante e diurética (Samy; Ignacimuthu; Sen, 1998). Por ser uma planta rica

em derivados antraquindnicos, também ja foi verificada in vivo sua pronunciada acgdo
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catértica, embora inferior & Senna angustifolia, o que se mostrou correlacionado ao diferencial
teor de antraquinonas (Lombardo et al., 2009).

O extrato das folhas desta espécie consta em uma lista de plantas selecionadas para
controle de doencas tropicais devido as indicacbes em alguns paises africanos como
antimalérica. Estudos de inibicdo do crescimento de Plasmodium falciparum revelaram a
atividade inibitéria do extrato em concentra¢cdes de 6-600 pg/mL, quando comparado ao
cloridrato de quinina. O extrato diclorometanico das folhas apresentou-se capaz de inibir até
81% do desenvolvimento do parasita. E provavel que esta atividade antimalérica aconteca

devido a presenca do composto 1,8-diidroxi-antraquinona (Figura 3) (Tona et al., 1998).

Figura 3: Estrutura quimica da 1,8-diidroxi-antraquinona.
Fonte: Viegas Junior et al., 2006.

Os testes realizados por Samy, Ignacimuthu e Sen (1998) das fragdes desse vegetal
demonstraram atividade significativa contra Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aerogenes, em dosagens entre 1000-5000 ppm e utilizando o
cloranfenicol (30 pg/disco) como padrédo positivo, sendo considerado um potencial antibidtico
natural. A capacidade hepatoprotetora deste mesmo extrato foi demonstrada por uma fracéo
rica em antraquinonas e esteroides, obtida por fracionamento em alumina. Esta fracdo foi
administrada em ratos com danos hepaticos induzidos por CCl, (tetracloreto de carbono) e foi
capaz de reverter significativamente as lesdes hepaticas.

Outras pesquisas realizadas com o extrato etandlico comprovaram a atuacdo de
maneira seletiva contra cancer de mama, mostrando uma correlagdo positiva com a atividade
antitumoral (Calderén et al., 2006).

Além do seu emprego na medicina popular, S. occidentalis também é frequentemente
utilizada como alimento pelas classes pobres da India e Sri Lanka, sendo de notavel
relevancia para algumas comunidades tradicionais, principalmente indigenas. Suas sementes,

guando macias, apresentam gosto agradavel e semelhante ao feijao, quando torradas e moidas,
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sd0 usadas para o preparo de uma bebida semelhante ao café, conhecida como café fedegoso
ou café do Senegal, sendo utilizada como substituintes do café por algumas populacBes
(Corréa, 1926).

Aspectos toxicologicos

Por ser frequentemente encontrada em areas de pastagem e de cultivo de soja e milho,
é quase impossivel que Senna occidentalis se misture com estes cereais (Lal; Gupta, 1973),
culminando na contaminagdo da safra com suas sementes. Caso ndo haja uma separagao
eficiente, as sementes de S. occidentalis poderdo vir a compor parte do produto final
destinado a alimentacdo humana ou animal (Barros, 1991). Isso constitui uma problematica
no ambito da pecudria, uma vez que varios estudos concluiram que tais sementes para animais
de pastagem e criacdo (bovinos, equinos, caprino, ovinos e suinos), apresentam uma elevada
toxicidade (Aragao, 2009).

Vaérias pesquisas com diferentes animais tal como bois, porcos, cavalos, ovelhas,
coelhos, frangos, cabras e ratos, tém demonstrado que a ingestdo de grandes quantidades das
sementes produz sintomas como ataxia, apatia, diarreia, dispneia, anorexia € morte com
degeneracdo dos musculos esqueléticos e cardiacos (Barbosa-Ferreira et al., 2005). Em varios
estudos foi observado que a planta possui efeito acumulativo e que as doses letais variam
entre as diferentes espécies animais.

Estudos realizados por Lira, Santos e Silva (2005) em camundongos, utilizando raizes
de S. occidentalis, demonstraram auséncia de efeitos toxicos com doses de até 500 mg/kg por
via intraperitoneal e 1.000 mg/kg por via oral. Os sinais consequentes da intoxicagéo, tanto de
forma natural, como experimental compreendem doenca febril, abatimento, tremores
musculares, diarreia, mioglobindria, perda da coordenacdo motora, adocao do decubito lateral,
culminando em morte do animal.

Acredita-se que a principal classe de substancias relacionada com esses efeitos toxicos
sejam 0s glicosideos antraquinbnicos presentes nas espécies do género Senna e Cassia.
SupBe-se que estas substancias promovam alguma alteragdo mitocondrial, que acarrete em
edema e alteragbes estruturais desta organela. Além disso, seu baixo peso molecular
possibilita que atravessem a barreira hematoencefalica e produzam danos ao sistema nervoso
central (Ferreira et al., 2005). A planta também contém outros constituintes potencialmente
nocivos, como alguns derivados antraquindnicos de forte acdo catartica e um alcaloide volatil

e termolabil (Nadal, 2003). Segundo Gonzales, Buotolo e Silva (1994), o teor de componentes
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toxicos, assim como farmacolégicos, pode variar de acordo com as condi¢Ges ambientais e de
solo as quais a planta é submetida.

A miopatia caracteristica da intoxicacdo pelas sementes de Senna occidentalis se da
devido a ligacdo das toxinas ao musculo esquelético, causando injaria. A atrofia muscular, por
sua vez, decorre de interrupgdes no funcionamento dos nervos motores periféricos. Em alguns
casos essas substancias podem induzir a ocorréncia de necrose muscular devido ao aumento
dramatico da atividade neuromotora, ou por permitir que quantidades significativas de
acetilcolina se acumulem na juncdo mioneural (Jones; Hunt; King, 2000). As lesdes
macroscopicas sdo areas palidas pouco definidas, mas dependendo da quantidade de planta
ingerida, essa necrose pode ser intensa ao ponto de produzir mioglobinuria. Histologicamente
ha necrose segmentar de miofibras sem mineralizacdo (Carlton; Mcgavin, 1998).

No miocéardio, verifica-se degeneracdo vacuolar, com desorganizacdo da estrutura
muscular. O tecido hepatico mostra degeneracdo vacuolar de hepatdcitos proximos a veia
hepatico-terminal (Gérniak, 2008). Bioquimicamente, ha elevagdo sérica acentuada dos niveis
de creatina cinase (CK), aspartato aminotransaminase (AST) e gamaglutamil transferase
(GGT) (Gonzales; Butolo; Silva, 1994). No rim observa-se vacuolizacdo do epitélio dos
tibulos contorcidos, enquanto no sistema nervoso central pode haver o aparecimento de
vacuolizagdes axonais (Gorniak, 2008).

Sabe-se que as espécies deste género sdo comumente empregadas e comercializadas
no mercado como laxativas, entretanto, seu uso indiscriminado pode levar o individuo a
desenvolver um quadro de sintomas tdxicos caracterizado por nauseas, vomitos, colicas
abdominais, acentuada diarreia, acompanhado de distdrbios hidroeletroliticos em casos
graves, todas estas reacOes relacionadas com os efeitos dos glicosideos antraquinbnicos. As
espécies usadas para essa finalidade devem ser consumidas com cuidado, especialmente por
criancas (Aragdo, 2008; Di Stasi; Hiruma-Lima, 2002).

Além disso, ha relatos que em algumas comunidades rurais da India, a ingestdo de
sementes da planta por criancas ocasionou o desenvolvimento de uma doenca grave e
altamente fatal, caracterizada por alteragdes nervosas, lesdes degenerativas do figado e dos
musculos esqueléticos (Pawar; Kumar, 2008).

Os estudos realizados por Medoua e Mbofung (2007), colocam que as sementes
ingeridas apos processo de torrefagdo ndo apresentam efeitos toxicos. Muito utilizada para o
preparo de um tipo de café de sabor semelhante ao café original, a torrefacdo pode eliminar o
fator toxico presente nas sementes, além da agua, usada como solvente para obtencdo da

bebida, ndo possuir capacidade extrativa suficiente para retirar a substancia toxica da planta.
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CONSIDERACOES FINAIS

As informacdes descritas na literatura permitem constatar que espécies do género
Senna possuem um rico historico de uso popular em varias regides, sendo algumas de suas
acObes farmacoldgicas, como laxativa, purgativa, hepatoprotetora, antimaldrica e anti-
inflamatoria, comprovadas em uma pluralidade de estudos cientificos. Tais agdes s&o
atribuidas principalmente as antraquinonas e flavonoides presentes em sua composicao.

Além de seu emprego na terapéutica, Senna occidentalis possui uma notavel
relevancia do ponto de vista nutricional para algumas comunidades tradicionais indigenas e
africanas, pois suas sementes sdo uma eficiente fonte de carboidratos e proteinas. Contudo,
deve ser levada em consideracdo sua intensa acdo laxativa, bem como sua toxicidade.

Por apresentar distribuicdo ubiqua em regibes de clima tropical e subtropical e pelo
histérico do seu emprego na medicina tradicional, Senna occidentalis torna-se um interessante
alvo de pesquisas envolvendo o lancamento de medicamentos no mercado a partir do
aproveitamento sustentavel dos recursos da flora nacional. Contudo, para tal, é necessario que
sejam realizados estudos multidisciplinares de cunho cientifico, que envolvem desde o ponto
de vista fitoquimico, a relacdo entre a estrutura, atividade e mecanismos de acdo dos
principios ativos, estudos toxicoldgicos, operacdo de formulagbes para a producdo de
fitoterapicos e finalmente, o desenvolvimento de métodos analiticos para controle de

qualidade destes produtos.
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4 CAPITULO II

Anatomia e histoquimica de Senna occidentalis Link (Fabaceae).
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RESUMO: Senna occidentalis Link (Fabaceae) é um arbusto leguminoso conhecido como
“fedegoso”, de ocorréncia em regides tropicais, incluindo todo o territorio brasileiro,
destacando-se por sua acdo laxativa e hepatoprotetora. Apesar de relatos na literatura sobre
morfologia e anatomia de espécies leguminosas, poucos sdo especificos para S. occidentalis.
O presente trabalho teve como objetivo realizar a descricdo anatémica e histoquimica de S.
occidentalis, de modo a oferecer subsidios para o controle de qualidade boténico desta
especie. O material foi coletado em Recife (PE) e as folhas fixadas em FAA 50; laminas
histologicas semipermanentes foram preparadas conforme os procedimentos usuais em
anatomia vegetal. Os resultados revelaram uma caracteristica anatbmica de grande utilidade
na diferenciacdo de S. occidentalis das demais espécies de Senna, que é a presenga de
tricomas glandulares, bem como ndo glandulares curtos, em forma de espinhos, restritos a
face abaxial. O foliolo foi caracterizado como anfiestomatico, observando-se estdmatos do
tipo paracitico, com ocorréncia de poucos anisociticos. Foram observados cristais de oxalato
de célcio, bem como amiloplastos em abundéancia na raiz e no caule da espécie. Os testes
histoquimicos confirmaram a presenca de compostos polifendlicos, flavonoides e
antraquinonas, caracteristica marcante deste género. Desse modo, os estudos botanicos
vigoram como importante ferramenta que corroboram para o estabelecimento de parametros

para o controle de qualidade das drogas vegetais.

Palavras-chave: Senna occidentalis. Senna. Anatomia. Histoquimica.

ABSTRACT: Senna occidentalis (L.) Link (Fabaceae) is a leguminous bush known as
“fedegoso™ with occurrence in tropical and subtropical regions, including all the Brazilian
territory, notable by it laxative and hepatoprotective properties. Despite reports in the
literature about morphology and anatomy of the Leguminosae species, few are specific for S.
occidentalis. This study aims to perform the anatomical and histochemical description of S.
occidentalis leaves, in order to offer subsidies for the botanical quality control of this species.
Samples were collected at Recife, in Pernambuco State, Brazil and the leaves fixed in FAAS50;
semipermanent slides were made, following usual procedures in plant anatomy. The results
showed anatomic features that are helpful in the identification of S. occidentalis among the
other species of Senna, which is the presence of glandular trichomes and short, shaped spines
non-glandular trichomes, restricted to the abaxial surface. The leaflet was characterized as
anfiestomatic, observing paracitic stomata, occurring a few anisocytic. Were observed

calcium oxalate crystals and amyloplasts in abundance in the root ans stem of the species.
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Histochemical tests confirmed the presence of polyphenolic compounds, flavonoids and
anthraquinones, striking characteristic of this genus. Thus, the botanical studies are important
resource which serves to support the establishment of parameters for quality control of herbal

drugs.

Keywords: Senna occidentalis. Senna. Anatomy. Histochemical study.

Introducéo

A familia Fabaceae (Leguminosae) compreende a terceira maior dentre as
angiospermas, com cerca de 730 géneros que somam mais de 19.000 espécies, sendo
classificada em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. As
leguminosas possuem distribuicdo cosmopolita, gragas a sua capacidade de adaptacdo tanto a
climas tropicais quanto subtropicais, sendo menos frequentes em regides temperadas,
podendo ser observadas na maioria dos ecossistemas naturais brasileiros, ocorrendo
aproximadamente 188 géneros e cerca de 2.100 espécies (Lima, 2000; Joly, 2002).

Dentro da subfamilia Caesalpinioideae, os géneros Cassia e Senna contam com 0
maior nimero de espécies distribuidas pelo territério brasileiro (Joly, 2002). Fonte de
compostos de natureza antraquindnica com diversas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
(Silva et al., 2010), o género Senna desperta grande interesse, principalmente pelos estudo
acerca de suas atividades laxativa, hepatoprotetora, antimicrobiana, antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidante, antipirética, analgésica e antimalarica (Viegas Junior, 2006; Silva
et al., 2010).

Senna occidentalis Link é uma espécie conhecida na cultura popular como fedegoso,
manjerioba ou mata-pasto, podendo ser encontrada praticamente em todo o territorio
brasileiro, sendo uma frequente invasora de areas de pastagem, pomares e terrenos baldios
(Lorenzi, 2002). Os estudos quimicos realizados sobre S. occidentalis relatam o isolamento e
identificacdo de varios constituintes em diversas partes da planta, sendo os das classes das
antraquinonas e flavonoides os mais encontrados. Além do uso para fins terapéuticos, os quais
incluem anti-inflamatério, diurético, antifebril, analgésico, protetor hepatico e laxativo, S.
occidentalis também ¢ frequentemente utilizada como alimento por algumas comunidades
tradicionais indigenas, da India e Sri Lanka (Corréa, 1926; Gupta et al., 1989; Aragéo, 2008).

O conhecimento das caracteristicas anatdbmicas é essencial para o controle de

qualidade botanico das matérias primas vegetais, especialmente por auxiliar na comprovacao
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da autenticidade e na diferenciacdo de espécies botanicamente préximas. Desta forma, o
presente trabalho teve como objetivo realizar a descri¢do anatémica e histoquimica de Senna

occidentalis, de modo a oferecer subsidios para o controle de qualidade desta espécie.

Materiais e Métodos

Material vegetal

O material vegetal foi coletado em setembro de 2011 na regido metropolitana do
Recife, Pernambuco, Brasil (08°04'03" S; 34°55'00" O, 4 metros). A exsicata do material foi
depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA-PE), sob o nimero 87.030.

Ensaios

As amostras do caule, raiz e folhas foram fixadas em solucdo conservante de FAA 50
e subsequentemente laminas histolégicas semipermanentes foram preparadas, contendo
seccOes transversais, paradérmicas e longitudinais do material previamente preparado
conforme os procedimentos anatdmicos padrdes para plantas (Sass, 1951; Johansen, 1940).

As seccdes foram obtidas a méo livre com lamina de aco e utilizando como material
de apoio a medula do peciolo da embauba (Cecropia sp.). Os cortes foram clarificados com
solucdo de hipoclorito de so6dio a 30% (v/v) e corados com Safranina e azul de Astra
(Johansen, 1940).

Em paralelo, foram realizados testes histoquimicos do material fresco: Sudan 111, para
evidenciacdo de compostos de natureza lipidica (SASS, 1951), cloreto férrico para compostos
fendlicos (Johansen, 1940), lugol para grdos de amido (Johansen, 1940), vanilina cloridrica
para taninos (Mace; Howell, 1974), hidréxido de sodio para antraquinonas e cloreto de
aluminio para flavonoides.

As analises foram realizadas em imagens digitais capturadas por microscépio éptico
(Alton), acoplado a camara digital (UCMO S05 100KPA).

Resultados
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Descrigdo anatdmica da raiz

E possivel observar com base na seccdo transversal da raiz de Senna occidentalis uma
periderme pouco desenvolvida, com células de formato achatado e com poucas celulas
suberificadas. O parénquima cortical é bastante lignificado, formado por células de tamanho e
forma variada, bem como grandes quantidades de fibras esclerenquiméticas agrupadas de
forma descontinua. Na regido floematica, observam-se alguns idioblastos contendo cristais
prismaticos e amiloplastos. O xilema é bem desenvolvido e organizado de forma radial, com

elementos de vaso agrupados ou isolados.

Figura 1- Senna occidentalis Link: Corte transversal da raiz a. Parénquima e xilema, b-c.
Periderme com células suberificadas, d. Fibras esclerenquiméaticas agrupadas
descontinuamente. Barras: a = 300 um, b, ¢, d = 100 pm.

Descrigéo anatomica do caule

A seccgdo transversal do caule de Senna occidentalis permitiu visualizar a epiderme
unisseriada, com células de formato ligeiramente achatadas, sobre as quais se deposita uma
cuticula espessa; o colénquima é do tipo lacunar, composto por 4-6 camadas de celulas. Na

regido cortical, encontram-se células parenquimaticas de forma e tamanho irregulares,
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geralmente alongadas, e além da presenca de grande quantidade de amiloplastos, também uma
bainha de células esclerenquimaticas, dispostas de forma continua. O caule é desprovido de
periderme.

O sistema vascular radial é formado por elementos de vaso agrupados em dupla ou em
trio de poros. Gréos de amido e idioblastos contendo cristais prismaticos em abundancia
foram observados na regido do floema. A regido medular € constituida por grandes células de

contorno circular com paredes delgadas, contendo numerosos amiloplastos.

Figura 2- Senna occidentalis Link: Corte transversal do caule a. Cuticula espessa, células
epidérmicas achatadas e graos de amido em abundancia, b. Feixe esclerenquimatico continuo
no parénquima cortical, c. Cristais prismaticos no floema (setas), d. Floema e regido medular
com abundancia de amiloplastos. Barras: a, ¢ = 50 pm, b = 100 um, d = 300 pm.

A epiderme da raqui em seccdo transversal & constituida por células epiteliais
unisseriadas, de aspecto arredondado e revestidas por uma cuticula espessa. Observam-se
estdmatos inseridos ao mesmo nivel da epiderme, assim como tricomas tectores. As células
parenquimaticas sdo arredondadas, heterodimensionais, com grdos de amido em abundancia e
alguns cristais prismaticos. Assim como no caule, é observada uma banda continua de células
esclerenquimaticas. Observam-se ainda dois feixes vasculares de menor calibre localizados na

regido do parénquima cortical (Figura 3).
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Figura 3- Senna occidentalis Link: Corte transversal da raqui a. Feixes vasculares isolados,
tricomas tectores, b. Estdmato inserido ao nivel da epiderme (seta), amiloplastos no
parénquima, c. Bainha esclerenquimatica e cristal prismatico (seta). Barras: a = 300 um, b, ¢
=50 pm.

Descricdo anatébmica da folha

Em seccdo transversal, os foliolos de S. occidentalis apresentam células epidérmicas
uniestratificadas em ambas as faces, revestidas por espessa cuticula; as células da face adaxial
sdo maiores e mais alongadas do que as da face abaxial. Os estdmatos sdo encontrados
inseridos no mesmo nivel das demais células epidérmicas (Figura 4a).

O mesofilo possui organizacao dorsiventral, com parénquima pali¢ddico composto por
um Unico estrato de células alongadas e sem espagos intercelulares (Figura 4a). O parénquima
lacunoso ocupa a metade inferior do mesofilo, multisseriado, com cerca de cinco camadas de
células que variam em forma e tamanho (Figura 4a).

A nervura central apresenta-se concavo-convexa (Figura 4b). Abaixo da epiderme,
encontra-se o colénquima do tipo lamelar, com células arredondadas, de tamanhos variaveis.
Apresenta seis a oito camadas de parénquima fundamental. Ainda nesta regido, foram
observadas drusas de oxalato de calcio, bem como no floema (Figura 4b). O sistema vascular
é envolto por uma bainha de parénquima paravenal formada por aproximadamente de uma a

seis camadas de células. O feixe vascular é do tipo colateral aberto (Figura 4b).
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Figura 4- Senna occidentalis Link: Corte transversal do foliolo a. Faces adaxial, abaxial e os
estdbmatos inseridos ao mesmo nivel da epiderme (setas), b. Nervura central com destaque
para as drusas (seta). Barras: a = 50 um, b = 100 pm.

Na seccdo paradérmica, observou-se predominancia de estdbmatos paraciticos, com
ocorréncia rara de anisociticos, distribuidos em ambas as faces do foliolo (Figura 5a-c),
caracterizando-o como anfiestomatico. Tricomas glandulares claviformes (Figura 5d e Figura
6e) e tricomas ndo glandulares curtos em forma de espinho (Figura 6f) foram observados
apenas na face abaxial. A seccdo longitudinal da borda do foliolo permitiu observar tricomas

claviformes glandulares, bem como tricomas tectores unicelulares (Figura 6a-d).
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Figura 5- Senna occidentalis Link: Corte paradérmico do foliolo a. Estbmatos paraciticos
distribuidos pela face adaxial e b. Face abaxial, c. Estdmatos anisociticos (seta) na face
abaxial, d. Tricoma glandular na face abaxial. Barras: a-d = 50 pum.

Figura 6- Senna occidentalis Link: Corte longitudinal da borda do foliolo a-c. Tricomas
tectores e area de insercao do tricoma, d. Tricoma glandular claviforme e ndo glandular; Corte
transversal e. Tricoma glandular claviforme, f. Tricoma em forma de espinho na face abaxial.

Barras: a, b, d, e =50 pum, ¢, f =100 pum.

Vanessa da Silva Luna



56

Descrigdo histoquimica dos foliolos

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de lipidio, compostos fenolicos,
flavonoides e antraquinonas nos foliolos de S. occidentalis. Compostos fendlicos foram
encontrados nas células do parénquima palicadico (Figura 7a). Flavonoides foram observados
nas células do parénquima palicadico e lacunoso (Figura 7b). Antraquinonas se mostraram
presentes na epiderme abaxial e nas proximidades do parénquima palicadico (Figura 7c). As
goticulas de lipidios foram marcadas com Sudam Il nas células parenquimaticas e na

epiderme (Figura 7d-e); a auséncia de cor foi realizada para fins de controle (Figura 7f).

Figura 7- Foliolo de Senna occidentalis Link: histoquimica. a. Polifendis nas células do
parénquima palicadico e lacunoso, b. Flavonoides nas células parenquimaticas do mesofilo, c.
Antraquinonas nas células do parénquima lacunoso, d-e: Lipidios na cuticula, na epiderme e
nas células parenquimaéticas, f: Controle. Barras: a, d, f = 100 um; b, ¢, e = 50 pm.

Discussao

Cristais de oxalato de célcio semelhantes aos encontrados na regido parenquimatica do
caule e na regido do floema da raiz de Senna occidentalis foram observados por Metcalf e
Chalk (1950) em espécies do género Senna. A producdo destes cristais esta relacionada a
algumas necessidades vegetais, tais como manutengdo do equilibrio i6nico, armazenamento
de célcio na detoxificacdo e na protegdo contra ataque de herbivoros (Mundo; Duarte, 2008).

No cortex e no parénquima medular do caule, assim como no sistema vascular da raiz,
sdo evidenciados amiloplastos, os quais apresentam funcao de reserva de energia. De acordo
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com Esau (1974), geralmente ocorrem no cortex, no sistema vascular e no parénquima
medular.

A organizacdo do sistema de revestimento foliolar condiz com as informacdes citadas
por Saheed e Illoh (2010), em estudo taxondmico para esta mesma espécie, nos quais
descreveram as células epidérmicas da face adaxial com formas e tamanhos irregulares, e
maiores que as células da face abaxial; os estdbmatos sdo predominantemente do tipo
paracitico, de forma eliptica e de tamanhos variados, em ambas as faces dos foliolos. Metcalfe
e Chalk (1950) observaram em alguns géneros que compdem a subfamilia Caesalpinioideae,
que os estdbmatos sdo predominantemente do tipo paracitico, e geralmente distribuidos apenas
na superficie abaxial das folhas, embora em algumas espécies de Senna, como observado em
S. occidentalis, tais estruturas podem ser observadas distribuidas em ambas as faces dos seus
foliolos. Em menor proporcdo, podem ser encontrados nesta familia estdmatos do tipo
anisocitico, como em S. obtusifolia, bem como paraciticos com ocorréncia de poucos do tipo
anisociticos, como o que acontece em S. alata (Rodrigues et al., 2009; Saheed; Illoh, 2010).

Comparativos entre a anatomia de seis espécies do género Senna realizados por
Ogundipe, Kadiri e Adekanmbi (2009) identificaram apenas em S. occidentalis a presenca de
tricomas restritos a face abaxial, diferenciando esta espécie das demais estudadas e
corroborando com os resultados deste trabalho. A presenca de tricomas glandulares grandes
em forma de clava, assim como tricomas ndo glandulares curtos e curvos, visiveis a olho nu
nas margens dos foliolos também € caracteristica na espécie. Saheed e Illoh (2010)
identificaram em S. alata tricomas apenas do tipo ndo glandular distribuidos sobre a
superficie adaxial e auséncia destas estruturas em S. sophera, caracteristica importante na
diferenciacdo entre estas espécies.

Na subfamilia Caesalpinoideae, o mesofilo geralmente organiza-se de forma
dorsiventral (Watson, 1981; Rezende; Cardoso; Vanucci, 1994) e a maioria das espécies de
Senna, incluindo S. occidentalis, confirmam esta informagéo. Contudo, Costa (1975) afirma
que as folhas de S. angustifolia sédo desprovidas de dorsiventralidade, mostrando-se com um
mesofilo heterogéneo, com tecido lacunoso entre as camadas de parénquima palicadico. Com
relacdo aos tipos de cristais encontrados nessa regido, as drusas de oxalato de calcio
observados neste trabalho corroboram com os dados ja reportados para a Caesalpinaceae por
Zindler-Frank (1987). A presenga de idioblastos contendo cristais dispersos no mesofilo néo é
observada em Papilionaceae e em Mimosaceae, sendo, portanto um carater utilizado para

diferenciacdo entre as subfamilias de Leguminosae.
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Espécies do género Senna vém sendo amplamente estudadas do ponto de vista
quimico, revelando uma vasta diversidade de substancias bioativas, com padrdes estruturais
variados, derivadas do metabolismo secundario. Tais estudos evidenciaram a ocorréncia de
substancias de varias classes quimicas, sendo as antraquinonas, flavonoides e outros
compostos fendlicos os constituintes mais frequentes na maioria das espécies (Viegas-Junior
et al, 2006).

Costa (1975) destaca a presenca de flavonoides distribuidos nos tecidos superficiais,
nas células epidérmicas, nas camadas em palicadas, no parénquima lacunoso, dissolvidos no
suco celular sob a forma de heterosidios. Di Stasi e Hiruma-Lima (2002) mencionam ainda
que a concentracdo de compostos fendlicos em geral nas folhas de espécies de Senna esta
condicionada aos diferentes estagios de desenvolvimento do vegetal.

A presenca de lipidios revelada pelo teste histoquimico com Sudan Ill, principalmente
na epiderme foliar, poderia justificar a deposicdo de cera sobre as células epidérmicas
relatadas por Metcalfe e Chalk (1950) para espécies do género Senna.

Em estudos histoquimicos realizados com folhas de Senna alata por Rodrigues e
colaboradores (2009), foi confirmada a presenca de antraquinonas nas células epidérmicas da
face abaxial, na regido da nervura central e em algumas células dispersas pelo mesofilo, com
maior concentracdo nas proximidades das nervuras. Para S. occidentalis, foi observada reagéo
do hidréxido de sddio apenas com as células da regido do mesofilo.

Além da similaridade morfoldgica, o que leva a vérias espécies deste género receber a
mesma nomenclatura popular, a marcante presenca de compostos antracénicos e flavonoidicos
em comum ao género permite que as espécies de Senna por vezes se confundam, uma vez que

séo indicadas para 0os mesmos fins na medicina popular.

Concluséao

Para Senna occidentalis, foi possivel observar a presenca de tricomas limitada a face
abaxial como uma caracteristica que pode auxiliar em sua diferenciacdo das demais do
género, bem como no seu controle de qualidade botanico, pois de acordo com Saheed e Illoh
(2010), Ogundipe, Kadiri e Adekanmbi (2009), esta € uma particularidade desta espécie.
Desse modo, 0s estudos anatdmicos junto com outros testes, corroboram também para o

estabelecimento de pardmetros para o controle de qualidade das drogas vegetais.
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Resumo: Senna occidentalis Link, conhecida popularmente no Brasil como fedegoso, €
bastante utilizada na medicina popular devido suas atividades anti-inflamatoria, antioxidante,
laxativa, hepatoprotetora e antimalarica, que podem estar relacionadas a presenca dos
flavonoides e antraquinonas em sua composicdo. Com o objetivo de estabelecer
especificacbes para o controle de qualidade das folhas de S. occidentalis como matéria prima
vegetal, foi realizada a caracterizacdo fitoquimica e fisico-quimica, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5% edicdo. A prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada
delgada permitiu observar a presenca de compostos flavonoidicos, antraquinonas, triterpenos
e esteroides, mono e sesquiterpenos e polifendis. A granulometria identificou o tamanho
médio das particulas do p6 de 393,0 um. Os resultados da perda por dessecacao se mostraram
dentro dos limites aceitaveis pela Farmacopeia (10,93% + 0,057), enquanto os valores
relativamente altos de cinzas podem ser justificados pelo fato de S. occidentalis ser uma
espécie de crescimento rasteiro, consequentemente estd mais em contato com as impurezas do
solo. Dessa forma, os resultados deste estudo séo ferramentas importantes para o0 processo de
identificacdo e padronizacdo de qualidade das folhas de S. occidentalis como matéria prima

vegetal.

Palavras-chave: Matéria prima vegetal. Controle de qualidade. Caracterizacdo fisico-
quimica. Prospeccéo fitoquimica.

Abstract: Senna occidentalis Link, popularly known in Brazil as fedegoso, is used in folk
medicine due its anti-inflammatory, antioxidant, laxative, hepatoprotective and antimalarial
properties, which may be related to the flavonoids and anthraquinones present on its
composition. Aiming to establish specifications for quality control of the leaves of S.
occidentalis as plant raw, a phytochemical characterization and also a physicochemical
characterization was performed, in according to procedures recommended by the Brazilian
Pharmacopoeia 5th edition. The phytochemical screening allowed observing the presence of
flavonoid, anthraquinones, triterpenes and steroids, mono and sesquiterpenes and polyphenols
compounds. The grain size identified the average particle size of 393.0 um. The loss on
drying results were within acceptable limits for Pharmacopoeia (10.93% + 0.057), while the
relatively high values of ash can be justified by the fact that S. occidentalis is a creeping
growth specie and therefore is more in touch with the impurities of the soil. Thus, the results
of this study are important for the identification and standardization of quality of the leaves of

S. occidentalis as plant raw material.
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Keywords: Plant raw. Quality control. Physicochemical characterization. Phytochemical

screening.

INTRODUCAO

Senna occidentalis Link, conhecida popularmente como fedegoso (devido ao seu odor
fétido), mata pasto (por ser facilmente encontrada como contaminante de areas de pastoreio),
manjerioba e café negro (pois suas sementes sdo torradas e utilizadas no preparo de uma
bebida semelhante ao café), é uma espécie paleotropical, nativa dos neotropicos, podendo ser
encontrada em praticamente todo territério brasileiro, sendo uma invasora frequente de areas
de pastagem, pomares, e solos cultivados (Candido et al., 2010; Lorenzi, 2000).

Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com S. occidentalis comprovaram
que tal espécie possui atividades anti-inflamatéria, antiplaquetéria, relaxante muscular,
antihemolitica e inibidora da peroxidacdo lipidica, devido aos flavonoides presentes em sua
composicdo, além de laxativa, purgativa, antibacteriana, hepatoprotetora, antifungica,
antimaldrica, contra erisipela e doencas cutaneas (Viegas Junior et al., 2009), larvicida (Yang
et al., 2003), antirreumatica, antipirética, antitumoral, expectorante e diurética (Samy et al.,
1998), por ser também um planta rica em derivados antraquinénicos (Gupta et al., 1989).

A producdo de fitoterdpicos requer, necessariamente, estudos prévios relativos a
aspectos botanicos, agronémicos, quimicos, farmacolégicos, toxicoldgicos e desenvolvimento
de metodologias analiticas e tecnolédgicas (Sonaglio et al., 2007). Portanto, a defini¢do destes
critérios minimos para aceitacdo da qualidade € imprescindivel para assegurar a eficacia do
produto final, principalmente devido a natureza complexa da composicdo destas matérias
primas, bem como as variag6es relacionadas ao cultivo e colheita da planta, e ainda aos
tratamentos utilizados para promover sua estabilidade (Barni; Cechinel-Filho; Couto, 2009).

Tais parametros de qualidade para fins farmacéuticos encontram-se descritos nos
compéndios oficiais, no entanto, ainda ha uma escassez no que se refere as monografias para
um grande nuimero de matérias primas vegetais nativas (Marques, 2010), a citar como
exemplo S. occidentalis.

A fim de determinar pardmetros que possam ser tomados como referéncia para o
controle de qualidade de S. occidentalis como droga vegetal, o presente trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo fitoquimica e fisico-quimica das folhas desta espécie, de modo a

estabelecer uma padronizacéo farmacognostica da mesma.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As folhas de Senna occidentalis foram coletadas na regido metropolitana do Recife,
Pernambuco, Brasil (08°04'03" S, 34°55'00" O, altitude: 4 m). A exsicata foi depositada no
herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco, sob o nimero 87.030 (IPA-PE).

Na preparacdo do material vegetal, as folhas foram separadas e colocadas para
secagem a sombra, em temperatura média de 32° C, durante 96 horas, e em seguida foram
pulverizadas em moinho de facas (Modelo 340, Adamo®).

Controle de qualidade fisico-quimico

As técnicas para a avaliacdo da qualidade do material vegetal foram realizadas de

acordo com os testes descritos na Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (2010).

Anédlise granulométrica por tamisacéo

Foram realizadas trés pesagens da amostra de exatamente 25,0 g do material vegetal
pulverizado. Em seguida, o material foi submetido ao processo de tamisacdo utilizando o
conjunto de tamises (ABNT) com abertura das malhas de 850, 600, 425, 250 ¢ 150 um, em
agitador eletronico de peneiras (Bertel®), a 60 vibraces por segundo, durante 15 minutos.
Para a analise dos dados, as fracdes retidas nos tamises e coletor foram pesadas e a média

entre as amostras foi calculada utilizando a equacao 1:

Fragio retida (%) = _A (1)
¢ P2.100

P1: peso do material retido em cada tamis (g); P2: somatorio dos pesos retidos em cada tamis
e no coletor (g); 100: fator de porcentagem.

Determinacdo da perda por dessecacdo

Amostras contendo 1,0 g do p6 das folhas foram transferidas para pesa-filtros

previamente dessecados durante 30 minutos nas mesmas condi¢fes a serem empregadas no
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procedimento. As amostras foram colocadas em estufa (Quimis®), com temperatura de 105 +
2°C durante 2 horas, seguidas de resfriamento em dessecador por 30 minutos e pesagem em
balanca analitica (Shimadzu®). A operacdo foi repetida em ciclos de uma hora até peso
constante. O resultado foi expresso pela média de trés determinacBes, em termos de

porcentagem, atraves da equacdo 2 (Farmacopeia Brasileira 5, 2010):

Pu — Ps
— ~ x100 (2)

Perda por dessecacdo (%) = Pa

Pu: peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao (g); Ps: peso do pesa-filtro
contendo a amostra apd6s a dessecacdo (g); Pa: peso da amostra (g); 100: fator de
porcentagem.

Determinacao de cinzas totais

Replicatas com 3,0 g da planta pulverizada foram distribuidas uniformemente em
cadinhos de porcelana previamente calcinados e pesados nas mesmas condicdes do
experimento. As amostras foram incineradas em mufla por 3 horas, sob gradiente crescente de
temperatura (30 minutos a 200° C, 60 minutos a 400° C e 90 minutos a 600° C + 25° C). Em
seguida foram arrefecidos por 30 minutos em dessecador e pesados. Os resultados do

experimento foram expressos através da média da triplicata, aplicando a equacao 3:

Cdi—C

5 %100 (3)

Cinzas totais (%) =

Cdi: peso do cadinho contendo a amostra apds incineracdo (g); C: peso do cadinho sem a
amostra (g); Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.

Determinacio de cinzas insollUveis em acido

Para a determinacdo de cinzas insollveis em acido, o residuo obtido na determinacéo
de cinzas totais foi fervido em chapa aquecedora, com 25,0 mL de acido cloridrico a 7% (p/v),
durante 5 minutos, no cadinho original coberto com vidro de relogio. Apos fervura, o vidro de
relogio foi lavado com 5,0 mL de a4gua quente, juntando a agua de lavagem ao cadinho. Em
seguida, o liquido foi filtrado em papel de filtro isento de cinzas e o residuo lavado com agua
quente. O papel de filtro contendo o residuo foi entdo colocado no mesmo cadinho, seco na
chapa aquecedora e incinerado a 500° C. A cada 30 minutos, os cadinhos foram retirados da
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mufla, dessecados durante 30 minutos e pesados, repetindo-se o procedimento até peso
constante. Foi calculada a média das trés amostras e a porcentagem de cinzas insollveis em

acido a droga seca ao ar pela equacéo 4:

- . 7 - 7 . Cai - Cdi
Cinzas insoltveis em acidos (%) = g x 100 4)

Cai: peso do cadinho contendo as cinzas (g); Cdi: peso do cadinho contendo as cinzas apds
incineracéo (g); Pa: Peso da amostra (g); 100: fator de porcentagem.

Teor de extrativos

Amostras de 1,0 g das folhas foram submetidas a decoc¢do com 100,0 mL de agua,
durante 10 minutos. Apoés arrefecimento, os volumes foram completados para 100,0 mL e as
solucdes foram filtradas, desprezando-se os 20,0 mL iniciais. Com auxilio de pipeta
volumétrica, 20,0 mL do filtrado foram colocados em pesa-filtros (previamente pesados e
dessecados) e levados & evaporacéo até secura do liquido em banho-maria (Lucadema®). Em
seguida, as amostras foram levadas a estufa por 2 horas, a 105° C, resfriadas em dessecador
por 30 minutos e pesadas. O procedimento foi realizado até obter peso constante. O resultado
foi expresso pela média das pesagens e o teor de extrativos foi determinado através da

equacéo 5:

.FD .500
Teor de extrativos (%) = QT (5)

g: massa do residuo seco (g); FD: fator de diluicdo; m: massa da amostra inicial (g); 500: fator
de porcentagem.

Prospeccao fitoquimica

Para a realizacdo dos testes de prospeccdo fitoquimica, foi obtida uma solucédo
extrativa a partir da infusdo de 3,0 g das folhas de Senna occidentalis devidamente
pulverizadas com 30,0 mL de metanol. Aliquotas desta solu¢do foram aplicadas, com o
auxilio de capilares de vidro, em placas cromatograficas de aluminio contendo gel de silica 60

Fss (Merck®) com 0,200 mm de espessura, empregando-se fases mdveis e reveladores
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adequados conforme a classe de substancias pesquisadas, 0s quais se encontram descritos na

tabela 1. Apos revelacdo, as placas foram visualizadas com o auxilio de luz ultravioleta (UV).

TABELA I- Sistemas cromatogréaficos empregados na prospecc¢éo fitoquimica para folhas de
Senna occidentalis.

Classe, qle Sistema de eluigéo Proporcao Revelador Padrao
metabdlito (VIV)
e . AcOEt - HCOOH - . - - .
Polifenois ACOH - H,0 100: 3: 3: 3  Cloreto férrico  Acido galico
. AcOEt- HCOOH -  100: 11:11: i .
Alcaloides ACOH - H,0 o7 Dragendorff Pilocarpina
. AcOEt- HCOOH -  100: 11: 11: .
Flavonoides ACOH - H,0 97 NEU Quercetina
Taninos
(proantocianidinas ~ AcOEt - HCOOH - . Vanilina i .
condensadas e AcOH - H,O 100:3:3: 3 Cloridrica Epicatequina
leucoantocianidinas)
M_ono € Tolueno — AcOEt 97:3 Vanl,ll_na Timol
sesquiterpenos Sulfarica
Triterpenos e i Lieberman/ i
Esteroides Tolueno — AcOEt 90: 12 Burchard [-Sitosterol
Antraquinonas ACOEt-MeOH - 45 13,5:10 Hidroxido de Antraguinona
H,0 potassio

AcOEt = Acetato de etila; HCOOH = Acido formico; AcOH = 4cido acético; H,O = agua; NEU =
acido etilborilaminoéster a 1% em etanol

Para a identificacdo de saponinas foi realizado o teste de afrogenicidade. Esse teste
consistiu no aquecimento, em placas de Petri, do extrato metanolico para a elimina¢do do
solvente. Os residuos foram recuperados com agua destilada em tubos de ensaio, submetidos a
agitacdo manual por aproximadamente 30 segundos e mantidos em repouso por mais 5
minutos. Em seguida, foi observada a consisténcia e a persisténcia da espuma produzida. O
critério usado para avaliar a presenca de saponosideos foi a formacdo de uma espuma
abundante e persistente por mais de 15 minutos (Costa, 2001).

Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa computacional
Excel (Microsoft Office® 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Controle de qualidade fisico-quimico

Andlise granulométrica

Segundo Baccarin e colaboradores (2009), a analise granulométrica tem a finalidade
de fornecer dados quantitativos a respeito do tamanho médio e a distribui¢cdo de tamanho do
material vegetal, o que se torna um parametro de relevancia para o controle de qualidade das
drogas vegetais e produtos derivados. O tamanho da particula € um parametro que pode
influenciar na identificagdo macroscépica, conservacao quimica e microbiolédgica, bem como
na reprodutibilidade dos processos extrativos e ainda na velocidade de dissolugcdo dos

constituintes ativos encontrados na droga vegetal.

34,23
35 4

30 1 25,23
25 1

20 A 16,37 15.20

15 I
104 711

==
5 - ! 1,88
D 1 1 1 = 2

0-150pm  150-250pm  250-425pm  425-600pm  €00-850pm  >850um

Fracgao retida (%)

L]
Classe Granulométrica

FIGURA 1- Histograma de distribuicdo granulométrica do p6 das folhas de Senna
occidentalis.

Os resultados observados através do histograma de distribuicdo granulométrica das
folnas de S. occidentalis (Figura 1) demonstram que as particulas encontram-se
predominantemente distribuidas entre os tamises de 250 e 425 um (34,23%). Além disso, é
possivel determinar o tamanho medio das particulas pelo ponto intersecdo das curvas de
retencdo e passagem, que estd representado na figura 2, sendo igual a 393,0 um. Segundo
Barni, Cechinel-Filho e Couto (2009), o conhecimento da distribuicdo granulométrica é dtil
na indicacdo da tamisa¢do como o procedimento prévio aos processos, onde a homogeneidade

do tamanho de particulas pode interferir.
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FIGURA 2- Curva de retencdo e passagem das folhas de Senna occidentalis.

Perda por dessecacido

A perda por dessecacdo é um teste farmacopeico que se destina a determinar o
percentual de umidade residual da droga vegetal e reflete um indice de qualidade e garantia de
sua conservacgdo. A Farmacopeia Brasileira 5% edi¢do (2010) preconiza um limite de aceitagédo
de 8 a 14% de teor de umidade para drogas vegetais. Para as folhas de S. occidentalis, 0s
valores percentuais e respectivo CV obtidos foram de 10,93 + 0,057, estando, portanto dentro
dos limites estabelecidos. Dessa forma, valores aceitaveis do teor de umidade sugerem que
houve eficiéncia durante o processo de secagem e assegura a boa conservacédo e estabilidade
microbioldgica do material vegetal.

O excesso de umidade em uma droga vegetal esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento de micro-organismos, insetos, a hidrélise, bem como favorece a atividade de
algumas enzimas, podendo acarretar a degradacdo dos seus constituintes quimicos (Couto et
al., 2009).

Cinzas totais e insolUveis em acido

Quanto a determinacéo do teor de cinzas totais e cinzas insoluveis em acido cloridrico,

os valores encontrados estdo apresentados na Tabela 2. Entende-se que, em relacdo a drogas
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vegetais, 0s ensaios de determinacdo do teor de cinzas totais avaliam a presenca de
contaminantes de caréter intrinseco, representando a porcdo de material inorganico integrante
da espécie, bem como de carater extrinseco, ou seja, materiais estranhos, como terra e areia
(Braga et al., 2007; Farias, 2007). Embora ndo hajam limites pré-estabelecidos para o teor de
cinzas nos compéndios oficiais, valores muito altos sugerem contaminagédo ou adulteracdo do

material com compostos inorganicos, comprometendo a qualidade do mesmo.

TABELA I1- Teor de cinzas totais e insolUveis em acido das folhas de Senna occidentalis

Ensaio Resultados (%) - Média £ DP (CV%)
Teor de Cinzas totais (%) 10,2 £0,17 (1,69)
Teor de Cinzas insoltveis em &cido (%) 7,72 +£0,19 (2,49)

DP = desvio padrdo; CV%-= coeficiente de variacdo em percentagem.

Adicionalmente, a determinacdo do teor de cinzas insolliveis em 4&cido cloridrico
permite a verificacdo de contaminantes como residuo de terra e areia, geralmente observada
em raizes (Farias, 2007). Os valores relativamente altos de impurezas detectados por ambos
os testes sdo justificaveis pelo fato da Senna occidentalis se tratar de uma planta rasteira,

estando suas folhas mais proximas do contato com o solo.

Teor de extrativos

O valor encontrado para as folhas de Senna occidentalis foi de 35,35% = 0,061
(0,86%). O teste de teor de extrativos é empregado para indicar a presenca de compostos
hidrossollveis presentes no material vegetal, tais como aminoacidos, aglcares, heterosideos
flavonoidicos e mucilagens, ndo havendo, portanto, de acordo com os compéndios oficiais,

limite geral estabelecido para o mesmo (Barni et al., 2009).

Prospeccao fitoquimica

A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) tem por finalidade a
caracterizagdo preliminar e qualitativa dos extratos através da determinacdo do perfil
cromatografico, onde se registra 0 nimero, a coloragéo e a posicao das bandas nas placas apds
a eluicdo em diferentes sistemas de solventes, contando ainda com reveladores especificos

para cada classe de metabodlito pesquisada (Rodrigues, 2008).
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O perfil fitoquimico por CCD das folhas de S. occidentalis revelou a presenca de
polifendis (Figura 3), bem como dentro deste grupo, flavonoides e antraquinonas (Figuras 4 e
5), mono e sesquiterpenos (Figura 6), triterpenos e esteroides (Figura 7). N&do foram
observados: saponinas, alcaloides, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. De
acordo com os estudos de Gupta e Singh (1991), espécies do género Senna sdo ricas em
flavonoides, polissacarideos e antraquinonas. Ainda foram relatados para este género
substancias pertencentes a classe das xantonas, esterois, taninos, alcaloides e triterpenos
(Lombardo; Kiyota; Kaneko, 2009).

FIGURA 3- Placa de cromatografia em camada delgada para polifenais.

A: amostra; P: padrdo Acido galico. Sistema de eluicdo: AcOEt - HCOOH - AcOH - H,O (100:3:3:3).
Revelador: Cloreto férrico. RF5 = 0,93; RFg = 0,84; RF: = 0,22; RFp = 0,18; RFpaprzo = 0,80.

Foi relatado o isolamento de mais de 350 metabdlitos secundarios em diversas partes
de espécies de Cassia e Senna (Candido, 2007). As analises realizadas para Senna
occidentalis evidenciaram a ocorréncia de substancias das diversas classes de metabolitos
secundarios, merecendo um maior destaque a presenca marcante de antraquinonas e
flavonoides. Gupta e Singh (1990) destacam a presenca de flavonoides O e C-glicosilados nas
folhas da espécie e, Singh e Singh (1985) e Purwar e colaboradores (2003) evidenciaram
flavonas e apigenina nas folhas deste vegetal. Deste modo, o0s resultados obtidos neste estudo

corroboram com os dados encontrados na literatura (Figura 4).
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FIGURA 4- Placa de cromatografia em camada delgada para flavonoides.

A: amostra; P: padrdo Quercetina. Sistema de eluicdo: AcOEt - HCOOH - AcOH - H,O (100:11:11:27).
Revelador: NEU; Observado em luz UV (A = 365 nm); RF5 = 0,89; RFg = 0,83; RF¢ = 0,78; RFp = 0,71; RFg =
0,20; RFg = 0,14; RFpapri0 = 0,80.

O género Senna se destaca pela a notavel abundéncia derivados de antracénicos em
sua composicao. Rai e Shok (1983) destacam a presenca desta classe de metabolito em todas
as partes de S. occidentalis, chamando atencdo para as folhas e as sementes, as quais
apresentam maiores teores de antraquinonas quando comparadas ao caule e as raizes deste
vegetal. A figura abaixo (Figura 5) comprova as informacdes discutidas sobre esta classe de

metabolitos.
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FIGURA 5- Placa de cromatografia em camada delgada para antraquinonas.

A: amostra; P: padrdo Antraquinona. Sistema de elui¢do: AcOEt - MeOH - H,O (100:13,5:10). Revelador:
hidréxido de potassio; Observado em luz UV (A = 365 nm); RFA = 0,81; RFg = 0,75; RF¢ = 0,60; RFp = 0,53;
RFE = 0,43, RFF = 0,35, RFG = 0,33, RFH = 0,20, RF| = 0,16, RFPADRAO = 0,82

Em estudos anteriores, ndo sdo observadas discussdes em relacdo a presenga de mono
e sesquiterpenos no género Senna. No entanto, a observacdo deste metabdlito mereceu

destague em virtude da intensidade das bandas e quantidades dos mesmos nas folhas de S.

occidentalis (Figura 6).

FIGURA 6- Placa de cromatografia em camada delgada para mono e sesquiterpenos.
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A: amostra; P: padrdo Timol. Sistema de eluicdo: Tolueno-AcOEt (97:3). Revelador: Vanilina sulfirica;
Aquecida apés aplicacdo do revelador. RF5 = 0,89; RFg = 0,85; RF¢ = 0,74; RFp = 0,66; RFg = 0,60; RF =
0,58; RFs = 0,47; RF, = 0,41; RF, = 0,31; RF; = 0,25; RF¢ = 0,17; RF_ = 0,12; RFpapriAo = 0,34.

Em relacdo a presenca de triterpenos e esteroides, os resultados foram positivos
(Figura 7). Entretanto, Rizvi, Lal e Gupta (1971) e Lal e Gupta (1973) sé identificaram esses
metabolitos em raizes e sementes de Senna occidentalis. Aragdo (2008) comprova a presenca
de triterpenos e esteroides também nas folhas e no caule, confirmando os resultados do

presente estudo.

FIGURA 7- Placa de cromatografia em camada delgada para triterpenos e esteroides.

A: amostra; P: padrio B-Sitosterol; Sistema de eluicdo: Tolueno-AcOEt (90:12). Revelador: Lieberman/
Burchard; Aquecida apds aplicacéo do revelador; Observado em luz UV (A = 365 nm). RF5 = 0,78; RFg = 0,50;
RFc = 0,39; RFp = 0,26; RFpaprao = 0,25.

Os estudos relacionados a confirmacdo de alcaloides na espécie sdo bastante
discutiveis, uma vez que os autores se dividem quanto a presenca desta classe de metabdlitos.
Os testes para identificacdo de alcaloides nas folhas de Senna occidentalis ndo foram
positivos, estando de acordo com os relatos de Aragdo (2008). Contudo, Lombardo e
colaboradores (2009) e Viegas-Junior e colaboradores (2006) observaram tal metabodlito nas
folhas da espécie estudada.

Para a deteccdo de componentes saponosideos em vegetais, o teste de afrogenicidade
tem se mostrado bastante util, sendo rapido e de facil execucdo. Para Senna occidentalis, 0
teste se mostrou negativo, pois a formagdo de espuma ndo persistiu por mais de 5 minutos.

Tais resultados discordam dos estudos de Evans e colaboradores (2002), Ogunkunle e
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Ladejobi (2006), que comprovaram a presenca destes compostos nas folhas e raizes desta
espécie.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho forneceram informagdes preliminares importantes
quanto ao perfil de producdo de metabolitos secundarios produzidos por Senna occidentalis,
sendo coerente com o descrito na literatura para a espécie. Os testes farmacopeicos para a
caracterizacdo das folhas como droga vegetal apresentaram resultados aceitaveis de acordo
com a Farmacopeia Brasileira 52 edicdo, compreendendo assim ferramentas importantes para

a padronizacdo e controle de qualidade da matéria prima vegetal.
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6 CAPITULO IV

Desenvolvimento e validacdo de método analitico por espectrofotometria no
Ultravioleta/Visivel para quantificacdo de flavonoides totais em folhas de Senna
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RESUMO: Senna occidentalis Link (Fabaceae), conhecida como fedegoso, é utilizada na
medicina popular devido suas atividades anti-inflamatdria, antioxidante, relaxante muscular e
inibidora da peroxidacdo lipidica, associadas a presenca de flavonoides em sua composicao. A
espécie também é constituinte de produtos industrializados e comercializados em vaérias partes
do mundo inclusive no Brasil, embora sejam escassos o0s relatos na literatura acerca do
desenvolvimento de método analitico para quantificacdo dos flavonoides na mesma. O
objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento e validacdo de um método analitico
para determinar o teor de flavonoides totais para o controle de qualidade na matéria prima
vegetal de S. occidentalis. Para o desenvolvimento do método, foram avaliados os pardmetros:
proporcdo droga: solvente, concentragdo de cloreto de aluminio e tempo de leitura. A
quantificacdo de flavonoides totais foi obtida ap6s reacdo com cloreto de aluminio pela
técnica de espectrofotometria no UV/Vis. Os resultados revelaram que a melhor resposta
(absorvancia méaxima em 392 nm) foi com 0,5 g de droga vegetal em 100 mL de solvente, ndo
havendo influéncia significativa entre as diferentes concentracdes de cloreto de aluminio nem
das solucGes hidroalcoolicas analisadas. A avaliacdo do tempo de reacdo permitiu caracterizar
a cinética como lenta, estabilizando a partir de 60 min, escolhendo-se este como tempo de
leitura. O método mostrou-se especifico, linear, preciso, exato e robusto, de acordo com as
especificacOes estabelecidas na legislacdo vigente para validagdo. Por fim, os resultados do
estudo permitiram concluir que a metodologia avaliada é simples e precisa, e pode ser

aplicada para a avaliacdo da qualidade da espécie S. occidentalis.

Palavras-chave: Senna occidentalis, Flavonoides totais, Espectrofotometria no Ultravioleta-
Visivel, Validacao.

ABSTRACT: Senna occidentalis Link (Fabaceae), known as fedegoso, had been used in folk
medicine due anti-inflammatory, antioxidant and muscular relaxant effects, inputted to
flavonoids contained in its composition. The specie also is a constituent of processed and
commercialized products in many parts of the world including in Brazil, although the
literature reports about the development of analytical methodology for quantifying of its
metabolites are few. The main purpose of this research was the evaluation of an analytical
methodology to determinate the total flavonoids content in leaves of S. occidentalis, for
quality control. The parameters evaluated were: drug: solvent ratio, aluminum chloride
concentration and reaction time. The procedure for quantification of total flavonoids in the

raw material was evaluated after reaction with aluminum chloride by UV/Vis
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spectrophotometry. The results revealed a maximum absorption peak (4 = 392 nm) was the
amount of 0,5 g of plant raw in 100 mL of solvent and there were no significant influences
between the concentrations of aluminum chloride or hydroalcoholic solutions analyzed. The
assessment of reaction time allowed characterizing the kinetics as slow, stabilizing from 60
min, choosing this as reading time. The method was specific, linear, precise, accurate and
robust, according to the specifications set in RE n. 899/2003. Finally, the results of the study
showed that the measured methodology is simple and accurate, and can be applied for quality

control of S. occidentalis.

Keywords: Senna occidentalis, Total flavonoids, Ultraviolet-Visible spectrophotometry,
Validation

Introducéo

Senna occidentalis Link (Fabaceae), popularmente conhecida como fedegoso, mata
pasto, manjerioba ou café negro, € uma espécie nativa dos neotropicos, podendo ser
encontrada em praticamente todo territdrio brasileiro, sendo uma invasora frequente de areas
de pastagem, pomares, margens de estradas e solos cultivados, especialmente com a soja
(Lorenzi, 2000; Candido et al., 2010).

Estudos fitoquimicos e farmacoldgicos realizados com folhas e frutos de S.
occidentalis comprovaram que tal espécie destaca-se como fonte majoritaria de compostos
antraquinonicos e flavonoidicos, apresentando atividade anti-inflamatéria, relaxante muscular,
e inibidora da peroxidacao lipidica associada a presenca de flavonoides (Viegas Junior et al.,
2006). Embora existam na literatura estudos relacionados a pesquisa de antraquinonas nesta
espécie, tratando-se de flavonoides, as referéncias acerca do desenvolvimento analitico ainda
s8o escassas, a julgar pela importancia deste metabolito na composicao do vegetal.

Os flavonoides, um importante grupo dentro dos compostos polifenélicos oriundos do
metabolismo secundario das plantas, sdo marcadores quimicos e farmacoldgicos de grande
importancia para o controle de qualidade de plantas medicinais e produtos fitoterapicos (Petry
et al., 2001; Soares et al., 2003; Xu et al., 2005; Silva et al., 2009; Fernandes et al., 2012;
Marques et al., 2012). Diversas técnicas podem ser empregadas para 0 doseamento de
flavonoides em materiais vegetais, sendo a espectrofotometria no ultravioleta-visivel
(UV/Vis) de grande aplicabilidade, devido a sua simplicidade operacional, rapidez, baixo

custo de implementacdo e ampla disponibilidade em laboratérios de controle de qualidade
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(Lombard et al., 2002; Popova et al., 2004; Komarova et al., 2009; Chabariberi et al., 2009;
Silva et al., 2009; Luo et al., 2011; Marques, 2012).

Alguns procedimentos foram desenvolvidos com o intuito de diminuir a quantidade de
interferentes que possam comprometer a absor¢do dos compostos de interesse para o estudo,
dentre os quais, 0 uso do cloreto de aluminio (AICI3) (Rocha; Teixeira, 2004). Harborne em
1954 sugeriu 0 uso deste reagente para o reconhecimento de grupos orto-diidroxilicos em
flavonoides. O cation aluminio forma complexos de &acidos labeis com os flavonoides em
metanol, ocorrendo na andlise espectrofotométrica um deslocamento batocrémico para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da absor¢do (Mabry; Markham; Thomas,
1970; Marcucci; Woisky; Salatino, 1998).

A padronizacdo quimica de medicamentos fitoterapicos e a garantia da sua eficacia e
seguranca requerem métodos analiticos adequados para a deteccdo e quantificacdo dos
principios ativos (Carvalho et al., 2008). De grande aplicabilidade nos ramos da inddstria
alimenticia e farmacéutica, principalmente no que se refere ao controle de qualidade de
drogas vegetais, as técnicas utilizadas para quantificacdo dos teores de flavonoides vém sendo
bastante estudadas, em func¢éo da escassez de monografias nos compéndios oficiais. Para isto,
faz-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos simples e eficazes para
quantificacdo destes compostos (Marques, 2011).

O desenvolvimento de novas metodologias e otimizacdo das existentes é de grande
significancia para o lancamento de produtos fitoterapicos no mercado, uma vez que a
Resolucdo - RDC 14 de 31 de marco de 2010, legislacdo oficial que regulamenta o registro de
fitoterapicos, estabelece todos 0s requisitos necessarios para sua concessao, baseando-se
principalmente na garantia de qualidade. A permanéncia ou entrada no mercado desses
produtos estdo relacionadas ao desenvolvimento de estudos cientificos objetivando a obtencéo
de matérias-primas controladas, o desenvolvimento de tecnologias apropriadas para a
obtencdo de extratos vegetais e, especialmente, a realizacdo de ensaios clinicos (Dresch et al.,
2006).

De acordo com a Resolu¢do n° 17 de 16 de abril de 2010 (Brasil, 2010b), que trata de
Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos, os métodos analiticos ndo oficiais devem ser
validados antes de serem inseridos na rotina do laboratério, levando em consideracdo as
condigdes fisicas e tecnoldgicas do mesmo. Os estudos de validagdo constituem uma
exigéncia da RDC n° 14 (Brasil, 2010a) e devem garantir, através de estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (Brasil, 2003).
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de uma
metodologia por espectrofotometria no UV/Vis capaz de quantificar o teor de flavonoides

totais nas folhas de Senna occidentalis.

Material e Métodos

Material vegetal

As folhas de Senna occidentalis foram coletadas na regido metropolitana do Recife,
Pernambuco, Brasil (08°04'03" S, 34°55'00" O). A exsicata foi depositada no herbario do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — IPA, sob o0 nimero 87.030 (IPA-PE).

Na preparacdo do material para os estudos, as folhas da planta foram separadas e
colocadas para secagem a sombra, em temperatura média de 32°C, durante 96 horas, e em
seguida foram pulverizadas em moinho de facas (Modelo 340, Adamo®).

Solventes, reagentes e vidrarias

Os solventes e reagentes utilizados no preparo e extracdo da amostra foram de grau de
pureza analitica (P.A.): cloreto de aluminio (Vetec®), etanol (Cinética® Carlo Erba®). O
padréo utilizado foi Vitexina (USP).

As vidrarias volumétricas utilizadas foram devidamente calibradas, com certificado de

calibraco por lote do fabricante Satelit®, Pyrex® e Premier®.

Preparacao da solugéo extrativa

Para o doseamento de flavonoides pela técnica de diluicdo direta, a solucdo extrativa
foi obtida através de extracdo sob refluxo com solucédo hidroalcodlica 40% (v/v), baseando-se
no método desenvolvido e validado por Petry e colaboradores (1998).

A extracdo foi realizada em baldo de fundo redondo, no qual 0,5 g das folhas de S.
occidentalis foram extraidos com 30,0 mL de solu¢do hidroalcodlica durante 30 minutos. O
extrato foi resfriado a temperatura ambiente (25°C) e filtrado em algodéo, sendo o residuo
(algodédo e material vegetal) re-extraido, por duas vezes, durante 10 minutos com mais 30,0
mL de solugdo hidroalcodlica em cada vez. As fragdes filtradas foram reunidas em bal&o

volumetrico e o volume ajustado para 100,0 mL com solucéo hidroalcodlica.
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Preparacao da amostra

Foram transferidas aliquotas da solugdo extrativa para balGes volumétricos de 25,0
mL, aos quais foi adicionado 2,0 mL de solucéo etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) 5%
(m/v). O volume foi completado com solugdo hidroalcodlica (40%, v/v) e as absorvancias das
amostras foram mensuradas em espectrofotometro UV/Vis (Modelo Evolution 60S, Thermo
Scientific®) através de varredura (200-500 nm), tomando como branco a mesma solugdo

amostra sem a adicdo da solucéo de cloreto de aluminio.

Otimizacgdo do metodo espectrofotométrico

Determinacdo da concentracdo da amostra e do comprimento de onda para leitura

Vaérias amostras, diluidas a partir de aliquotas crescentes da solucdo extrativa, foram
submetidas a varredura em espectrofotémetro na faixa de 200 a 500 nm apds 60 minutos da
adicdo da solucdo etandlica de AlICI; a amostra, para identificacdo da diluicdo e comprimento

de onda cujo valor de absorvancia se mostrasse mais adequado para 0 método.

Determinacdo da concentracdo da solucdo hidroalcodlica

Foram avaliadas as solucdes extrativas preparadas com o solvente hidroalcodlico em

trés diferentes concentracdes (30, 40 e 50% v/v).

Avaliacdo do tempo de reacdo

O tempo de reacdo foi determinado através de varreduras na faixa de 200 a 500 nm,
realizada em intervalos de 5 minutos durante 120 minutos, ap6s adi¢do da solucdo etandlica
de AICIs.

Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais (TFT), expresso em mg/mL de vitexina, foi calculado

utilizando a seguinte equagao:
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A.FD
TFT = ——— (1)

1%
m.E; 0,

1% —

Onde: A = absorvancia mensurada; FD = fator de diluicdo; m = massa da droga; E;/, =

absorvancia especifica do padréo vitexina (628).

Avaliacdo do método espectrofotométrico

Avaliacdo da proporcdo droga-solvente

Para a avaliacdo da metodologia apresentada, foram obtidas solucdes extrativas
variando-se a quantidade de material vegetal (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 g). A proporc¢éo
droga-solvente foi avaliada através da relacdo entre concentracdo das seis solucdes extrativas

e o respectivo teor de flavonoides totais, expressados pela média de trés determinacdes.

Avaliacdo da influéncia da concentracdo do reagente

Avaliou-se também a influéncia da concentracdo da solucdo etanolica de AlIClI; sobre a
resposta do método. Para tal, foram preparadas trés solucdes em concentracdes diferentes
(2,5, 5,0 e 7,5%) de AICI; hexahidratado (Peso Molecular = 241,33), utilizando como solvente
5,0 mL de &gua, completando com etanol até o volume final de 100 mL.

Validacdo do método analitico

O método analitico desenvolvido foi validado quanto a especificidade/seletividade,
linearidade, precisdo (intermediaria e repetitividade), exatiddo e robustez, de acordo com as
normas estabelecidas pela RE n° 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria -
ANVISA (Brasil, 2003). Todos os testes foram executados em triplicata e a confiabilidade dos
parametros foi verificada através do coeficiente de variagdo (CV%). Ndo foram aceitos
valores de CV superiores a 5%.

Especificidade
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O ensaio de especificidade foi conduzido através da sobreposicdo do espectro do
padrdo e amostras do extrato com e sem adigédo da solucdo de AICl3 (m/v), obtidos na faixa de

200 a 500 nm. Vitexina foi utilizada como padréo.

Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foi usada a média de trés curvas auténticas construidas
com amostras da solucdo extrativa, em seis niveis de concentracdo na faixa de 0,2 a 0,7
mg/mL. A curva foi construida pela representacdo dos valores médios das absorvancias em
funcdo da concentracdo. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através de

regressao linear pelo método dos minimos quadrados.

Precisdo

O parametro precisao foi avaliado pela repetitividade (precisao intracorrida), na qual
foram examinadas, em um Unico dia, seis determinacgdes individuais para amostras 100% da
concentracdo teste, obtidas a partir de solugbes extrativas diferentes, e pela precisao
intermediéria (precisdo intercorridas), a qual foi determinada por dois analistas em dois dias

consecutivos, para amostras também na concentragdo de 100%.

Exatidao

A exatidao foi avaliada através do parametro da recuperacdo, por meio da adicdo de
guantidades conhecidas de solucdo extrativa a amostras 100% da concentracdo teste. Os
valores de recuperacdo, expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo
entre as concentracdes médias determinadas experimentalmente e as concentracdes teodricas
correspondentes. Para a execucdo do teste, quantidades crescentes (1,0, 2,0 e 3,0 mL) da
solucdo extrativa (5,0 mg/mL) foram acrescidas a solucdo amostra, resultando em trés
solucdes (0,7, 0,9 e 1,1 mg/mL de concentracao final de solucdo extrativa), com trés réplicas

cada.

Robustez
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Os fatores a serem considerados na andlise da robustez foram: influéncia da
luminosidade (presenca e auséncia de luz) e diversos fabricantes do solvente etanol (Marca A
e Marca B) estando de acordo com o preconizado pela legislagdo em vigor (BRASIL, 2003).
Resultados e discussao

Otimizacao do método espectrofotométrico

Determinacdo da concentracdo da amostra e comprimento de onda

O comprimento de onda no qual foi observado o maximo de absorvancia apos a reacao
de complexacdo com AICI; foi de 392 nm. Considerando as dilui¢cBes das solugdes extrativas
testadas, a que apresentou valor de absorvancia mais apropriado para o procedimento foi a de
2,5:25,0 mL, com valor de absorvancia igual a 0,469 UA, cuja concentracdo final foi 0,5

mg/mL de solucdo extrativa e 0 espectro esta representado na Figura 1.
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Figura 1- Varredura espectrofotométrica do extrato de Senna occidentalis ap6s reacdo com
AICl3,

Determinacdo da concentracdo do solvente extrator

Na avaliacdo das solucOes extrativas preparadas com as trés concentragdes do solvente
(30, 40 e 50%), obtiveram-se TFT expressos em vitexina, de 2,86 + 0,009 (0,34%), 3,03 +
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0,037 (1,23%) e 2,75 £ 0,016 (0,61%) mg/mL, respectivamente. Deste modo, a concentragéo
da solucéo hidroalcodlica empregada como solvente para a realizacao dos testes foi a de 40%,

devido ao fato de apresentar melhor resposta para o processo extrativo.

Avaliacdo do tempo de reacdo

Vérias pesquisas mostram que a metodologia mais corrente para doseamento de
flavonoides por UV/Vis ¢ utilizando o reagente cloreto de aluminio. Isso por que o cation
aluminio é capaz de complexar-se de maneira estadvel com os flavonoides, de forma a
proporcionar um desvio para maiores comprimentos de onda e consequente intensificagdo da
absorcdo (Marcucci; Woisky; Salatino, 1998). Dessa forma, torna-se possivel determinar a
guantidade de flavonoides com o minimo de interferéncia possivel de outros compostos
fenélicos. O tempo de reacdo necessario para formagdo do complexo flavonéide-Al** exerce
funcdo importante na resposta do método e depende de fatores tais como padrdo de
substituicdo da aglicona e da razdo aglicona-Al**. Para S. occidentalis, a cinética de reacéo
com o tempo maximo de 120 minutos da adicdo de AICIl3 5% permitiu caracterizar a
complexagdo como de cinética lenta. Verificou-se uma tendéncia a estabilizacdo em tempo
posterior a 60 min na absorvancia maxima ap6s a adi¢do do reagente (Figura 2) sendo
portanto padronizado como tempo de leitura.

0,600

0,500

\
!

Absorvancia (UA)
=]
5
.

o
[ X}
2
o,

0 10 20 30 a0 50 &0 70 BO a0 100 110 130
Tempo (min)
Figura 2- Cinética de complexacgéo dos flavonoides com AICl3,
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Avaliacdo da proporcdo droga-solvente

Os resultados da influéncia da proporcao de droga-solvente na obtencdo das solucgdes
extrativas mostraram que a condicdo na qual se obteve uma maior resposta foi com 0,5 g de
droga vegetal em 100,0 mL de etanol 40% (Figura 3), havendo diferenca estatisticamente
significativa entre as quantidades de droga avaliadas (F caiculado = 217,6 € F ¢ritico = 3,10). A
aparente diminuicdo do teor de flavonoides com o aumento na proporgéo de planta tem sido
justificada nos estudos de List e Schimidt (1989), no qual se explica pela possivel saturacao

do solvente e diminuicéo da eficiéncia da extracao dos flavonoides na amostra.
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Figura 3- Avaliacdo proporc¢édo droga: solvente

2,547

Teor de flavonoides totais (mg/fmL)

1,25 1,50

Avaliacdo da influéncia da concentracdo do reagente

Na avaliagdo das diferentes concentragdes de cloreto de aluminio, os valores do teor
de flavonoides totais obtidos foram de 2,90 mg/mL £ 0,057 (1,98%) para a concentragdo de
2,5%, 2,98 mg/mL £ 0,045 (1,54%) para 5,0% e 2,90 mg/mL * 0,023 (0,79%) para a
concentracdo de 7,5%. A analise estatistica por ANOVA one-way possibilitou observar que
ndo houve influéncia estatisticamente significativa da concentracdo do reagente cloreto de
aluminio sobre a resposta do método (Tabela 1). Desta forma, a concentracdo intermediaria a
5,0%, por apresentar melhor resposta, foi selecionada para o desenvolvimento dos testes.
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Tabela 1- ANOVA para a influéncia da concentracdo de reagente.

Variavel F F critico

AICI5 (%) 2,33 4,459

* Significancia de o= 0.05.

Validagdo do método analitico

Especificidade

A especificidade é definida pela ICH (1995) como a capacidade de determinado
método em distinguir um ou o analito em presenca de outros componentes da matriz.
Tipicamente, estes componentes podem incluir impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (Brasil, 2003). A Figura 4 ilustra a sobreposic¢do dos espectros obtidos
para o extrato de S. occidentalis e para o padrdo vitexina, na faixa de 200 a 500 nm. Apoés a
adicéo de AICI3, verificou-se um pico aproximado da amostra em relagdo ao padréo, no qual o
primeiro teve seu méximo de absorvancia em 392 nm, enquanto para o segundo, a resposta foi

observada em 390 nm.
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Figura 4- Especificidade do método construido com o padrdo Vitexina e com o extrato de S.
occidentalis (com e sem AICI3) na amplitude de comprimento de onda entre 200-500 nm.
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Este resultado reflete que nesta faixa de comprimento de onda é possivel quantificar
especificamente o padréo para flavonoide e as substancias desta classe contidas no extrato,
mesmo na presenca de outros compostos ou impurezas.

A escolha do padréo vitexina se deu devido ao fato de relatos na literatura mostrarem a
presenca de flavonoides com estrutura quimica C-glicosilada, isolados em S. occidentalis
(Gupta; Singh, 1991; Hatano et al., 1999). Esses compostos sdo mais resistentes a hidrolise e
menos solliveis em acetato de etila do que as agliconas de flavonas, desse modo,

permanecendo na fase aquosa ap0s tal reacdo (Vilegas, 2000; Muller, 2006; Pereira).

Linearidade

A resolucdo n° 899/2003 (Brasil, 2003) define linearidade como a capacidade de uma
metodologia analitica em demonstrar que os resultados obtidos (varidvel dependente y) séo
diretamente proporcionais & concentracdo do analito na amostra (varidvel independente x),
dentro de um intervalo especificado. A equagdo matematica que expressa essa dependéncia é
chamada de curva analitica ou de calibracdo (Ribeiro et al., 2008).

Os valores dos pontos das trés curvas das solucgdes extrativas estdo plotados na Figura
5, onde y € a absorvancia (UA) e x a concentracdo da droga vegetal (mg/mL). A anélise da
regressdo resultou em um coeficiente de determinacdo R? = 0,9993, implicando que 99,93%
da variacdo total em torno da meédia sdo explicados pela regressdo e comprovando a
adequacdo do método ao intervalo avaliado, bem como sua conformacdo aos requisitos

minimos exigidos (R2 > 0,99).
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Figura 5- Curva de linearidade, com coeficiente de determinacdo (R?) e equacéo da reta da
metodologia descritiva de flavonoides totais.
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Precisdo

A andlise de precisdo é tida como uma avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de amostragens multiplas de uma mesma amostra, sendo analisada
através da repetibilidade e da precisdo intermediaria, de forma que podem ser expressas
através do desvio padrdo relativo (dpr) ou coeficiente de variagdo (CV) (Brasil, 2003).

A precisdo € considerada como uma das analises mais representativas, por revelar o
efeito das variacOes relacionadas aos dias, analistas ou equipamentos distintos implicando na
garantia da reprodutibilidade do método (Bueno, 2010).

Ao analisar o célculo do coeficiente de variacdo da repetitividade, nota-se que o
método mostrou-se preciso neste nivel, apresentando valor médio do teor de flavonoides totais
de 2,97 mg/mL = 0,070 (2,33%). Os valores da precisdo intermediaria ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa, o que indica que o método € preciso para as analises

realizadas por analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes (Tabela 2).

Tabela 2- Andlise da precisao intermediaria.

Dial+dp (CV%) Diazdp (CV%) Analista Dia
Analista 1 2,66 = 0,0015 2,68 = 0,0057
(0,36%) (0,13%) F caicutado = 0,62 F caiculado = 0,69
. 2,66 + 0,0023 2,76 £ 00,0011 F critico = 161,4 F critico = 161,4
Analista 2 (0,55%) (0,26%)

Resultado expresso mg de vitexina por mL de extrato.

Exatidao

A exatidao reflete a proximidade dos resultados obtidos por um método analitico em
relacio aos valores verdadeiros. E calculada como porcentagem de recuperacio da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou ainda como a diferenga percentual entre as
médias e o valor aceito como verdadeiro (ICH, 1995; Brasil, 2003).

A exatiddo foi calculada através do teste de recuperacdo e os valores encontrados

mostraram-se dentro do limite pré-estabelecido (> 95%) (Tabela 3).
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Tabela 3- Teste de recuperacédo (%).

Amostra Valor teorico Valor real +dp (CV%)  Recuperacao (%)
1,0mL +25mL 411 4,18 £ 0,0038 (0,58) 101,7
20mL +25mL 5,30 5,47 = 0,0040 (0,47) 103,2
3,0mL+25mL 6,41 6,32 £ 0,0017 (0,17) 98,59

Resultados dos valores tedrico e real expressos mg de vitexina por mL de extrato.

Robustez

A robustez de um método analitico € a sua capacidade em resistir a pequenas e
deliberadas variacdes dos parametros analiticos, sem perder sua exatidao e precisdo (Brasil,
2003). Este teste fornece uma indicagdo de confianga do processo, durante 0 Seu
desenvolvimento usual (ICH, 1995; Brasil, 2003). Para testar a robustez deste método
desenvolvido, foram avaliados dois parametros, presenca de iluminacgdo e variacdo da marca
do solvente utilizado na obtencdo das amostras. A andlise estatistica por ANOVA one-way
revelaram que os valores ndo apresentaram interferéncias significativas frente as pequenas

variagoes avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4- Anélise da robustez.

Parametros Variaveis Média * dp (CV%) F
L uminosidade Auséncia de luz 3,03+0,0373(1,23)  F _icutado = 11,56
Presenca de luz 2,80 + 0,0452 (1,61) F critico = 39,0
Marca do solvente Marca A 2,82+0,0481 (1,70)  F o000 = 2,19
(etanol) Marca B 2,82 +0,0331(1,17) F eritico = 39,0

Resultado expresso mg de vitexina por mL de extrato.

Concluséao

O procedimento analitico avaliado nesta pesquisa apresentou adequacdo aos
parametros de validacdo estabelecidos pela RE n° 899/2003 da ANVISA, sendo qualificada
como uma técnica especifica, linear, precisa, exata e robusta para analise quantitativa de
flavonoides totais nas folhas de Senna occidentalis, garantindo assim confiabilidade suficiente
para sua adogdo na rotina de controle de qualidade. Além disso, esta técnica

espectrofotométrica se mostrou de simples execucdo e baixo custo. Dessa forma, a
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importancia deste estudo tem como finalidade contribuir no processo de identificacéo,
controle e padronizacao de parametros de qualidade para as folhas de S. occidentalis.
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7 PERSPECTIVAS

o Desenvolver e validar uma metodologia para a quantificacdo do teor de flavonoides
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

o Desenvolver e validar uma metodologia para a quantificagdo de antraquinonas nesta
espeécie, utilizando espectrofotometria UV-Vis;

o Desenvolver e validar uma metodologia para a quantificacdo do teor de antraquinonas

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

Vanessa da Silva Luna



Conclusao

Vanessa da Silva Luna



102

8 CONCLUSAO

Através do levantamento de dados da literatura referentes a Senna occidentalis,
foi possivel observar que a sua aplicabilidade na medicina tradicional estd fundamentada em
uma pluralidade de estudos cientificos realizados, que relacionam os resultados do perfil
fitoquimico com as atividades farmacologicas, reportando os principais efeitos laxativo e anti-
inflamatdrio, a presenca de compostos antraquindnicos e flavonoidicos, respectivamente.

O estudo boténico desta espécie permitiu alem da visualizacdo de estruturas
caracteristicas do género Senna, a observacdo da presenca de tricomas restrita a face abaxial
do foliolo, o que de acordo com os relatos disponiveis na literatura, € uma particularidade
desta espécie, auxiliando na diferenciacdo entre as demais espécies e no controle de qualidade
botanico da mesma.

A caracterizagdo fisico-quimica e o perfil fitoquimico contribuiram no processo
de identificacdo e padronizacdo de parametros de qualidade para a espécie, uma vez, para este
ultimo, foi confirmada a presenca de compostos da classe dos flavonoides, antraquinonas,
compostos fendlicos, triterpenos e esteroides, polifendis, mono e sesquiterpenos, resultados
que corroboram com os encontrados em estudos semelhantes disponiveis na literatura. Os
resultados dos testes fisico-quimicos mostraram-se dentro dos padrdes estabelecidos na
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo.

O método analitico desenvolvido para o doseamento de flavonoides totais por
espectrofotometria no UV/Vis em folhas de S. occidentalis foi validado conforme os
parametros estabelecidos pela RE n° 899/03 da ANVISA, apresentando-se como uma técnica
especifica, sensivel, precisa, exata e robusta, sendo possivel a sua inclusdo na rotina
laboratorial. Tratando-se de flavonoides, embora o procedimento de hidrélise acida
apresentem melhores respostas quando comparado ao de diluicdo direta, para a espécie
estudada, a presenca de flavonoides com estrutura quimica C-glicosidica faz com que apenas
este Ultimo procedimento seja aplicavel para tal finalidade, uma vez que estes flavonoides sao
mais resistentes a hidrolise quando comparado aqueles com a estrutura O-glicosidica.

Desse modo, os resultados obtidos neste estudo confirmam a viabilidade da
adocdo de técnicas espectrofotométricas como alternativa para a quantificacdo de flavonoides
em folhas de S. occidentalis. Apesar de a espectrofotometria no UV/Vis apresentar limitagoes
de seletividade e especificidade, principalmente tratando-se de matrizes complexas como as

drogas vegetais, neste estudo, esta técnica apresentou confiabilidade suficiente para a sua
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adoc¢do no controle de qualidade da espécie em questdo, além da simplicidade operacional e
rapidez na obtengdo dos resultados.
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Resultados:
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Preparacao de Artigo de Reviséo

Deve conter uma revisdo critica de assunto atual e relevante baseando-se em artigos
publicados e em resultados do autor. O Artigo de Revisdo ndo deve ultrapassar oito paginas
impressas (aproximadamente 24 paginas impressas no manuscrito). Deve apresentar resumo

na lingua em que estiver redigido e um Abstractquando redigido em portugués ou espanhol.
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Preparacdo de Comunicacéo Breve

Deve ser breve e direta sendo seu objetivo comunicar resultados ou técnicas particulares. No
entanto recebe a mesma revisdo e ndo € publicada mais rapidamente que um artigo original.
Deve ser redigida de acordo com as instrucfes dadas para Artigo Original mas sem subdiviséo
em capitulos. As referéncias devem ser citadas no final do texto, usando o mesmo formato
utilizado para Artigo Original. Um resumo breve e trés palavras-chave devem ser
apresentadas. O autor deve informar que o manuscrito € uma Comunicacdo Breve de modo a

ser avaliado adequadamente durante o processo de reviséo.
INFORMAQOES ADICIONAIS

Citacdes bibliogréaficas no texto: Devem ser apresentadas no texto pelo(s) sobrenome(s) dos

autores seguida do ano da publicacdo, conforme os exemplos:

* Um autor:

Croft (1999) ou (Croft, 1999)
* Dois autores:

Sogin & Bacci (1998) ou (Sogin & Bacci, 1998)
* Mais que dois autores:

Kreiger et al. (1990) ou (Kreiger et al., 1990).
lustracoes

Figuras: Fotografias, graficos, mapas ou ilustracbes devem ser apresentadas em folhas
separadas, numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a ordem que
aparecem no texto. As legendas correspondentes deverdo ser claras e concisas, e devem ser
enviadas também em folha separada. Os locais aproximados das figuras deverao ser indicados
no texto. Deve-se indicar no verso de cada figura o seu nimero, 0 nome do autor e uma seta
apontando a orientacdo correta. A elaboracdo dos gréaficos, mapas e ilustracbes deverd ser
feita em preto e branco ou em tons de cinza. As fotografias deverdo ser encaminhadas em
original preto e branco ou com cdpia digitalizada em formato .tif ou .jpg com no minimo

300dpi. Essas fotos deverdo estar em arquivos separados e ndo inseridas no texto do Word.
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Tabelas: Devem complementar e ndo duplicar o texto. Elas devem ser numeradas em
algarismos arébicos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada tabela. Se

necessario, utilizar notas de rodapé identificadas.

Etica: Os pesquisadores que utilizam em seus trabalhos experimentos com seres humanos, ou
material biol6gico humano, devem observar as normas vigentes editadas pelos 6rgéos oficiais.
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E-mail:rcfba@fcfar.unesp.br

Vanessa da Silva Luna



118

ANEXO B- Normas para submissdo de manuscritos & Revista Brasileira de

Farmacognosia

This template is to be used to prepare manuscripts for submission to Revista Brasileira de
Farmacognosia. Please consult the Guidelines to Authors or a recent issue of the journal for the
appropriate paragraph styles. Use of this template is a benefit to the author in that the entire
manuscript (text, tables, and graphics) may be submitted in one file. Inserting figures and tables close
to the point at which they are discussed in the text of the manuscript can also be a benefit for the

reviewer. Use of the template is not a requirement for submission.

Using the template

1. Type your manuscript directly into the template, select (highlight) the text of the template that you
want to replace and begin typing your manuscript (i.e., select the Title section for typing in your
title).

2. There are many different components of a manuscript (i.e., title, abstract, main text, figure
captions etc.) that are represented in the template.

3. To insert graphics within the text or as a figure, chart, scheme, or table, create a new line and
insert the graphic where desired. If your graphic is not visible, ensure that the Word Style is
“Normal” with an automatic height adjustment. If the size of the artwork needs to be adjusted, re-
size the artwork in your graphics program and re-paste the artwork into the template (maximum
width for single-column artwork, 8.5 cm; maximum width for double-column artwork, 17.8 cm).

Delete all sections from the template that are not needed, including these instructions.

Save the file with the graphics in place: select Save As (File menu) and save it as a document file
(.doc).
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Title

(The title must be brief and grammatically correct, in accordance with the contents of the article,

taking in consideration the scope and objectives of the Journal.

Author 1,* Author 2,2 Autor 3** (Use first names, initials, and surnames (e.g., José R. Santos;
At least one author must be designated with an asterisk as the author to whom correspondence should be

addressed)

LAffiliation of author 1 (The affiliation should be the institution where the work was

conducted)

2Affiliation of author 2.

ABSTRACT: Species of ..... by comparing the information based on literature.

(A brief and concise abstract (maximum 200 words) of the article highlighting the more important information,
the methodology, the results, and the conclusions. This will allow the reader to evaluate their interest in the

article and thus avoid having to read the full work.)

Keywords: up to six keywords, separated by commas.
(The authors should identify a maximum of six keywords to represent the content of the article.

Keywords are very important for data base searches, thus validating the article. The keywords should be

separated by commas.)
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Introduction

Manuscript text...

The Introduction should clearly establish the objective of the work and its relationship with other
works in the same field. Extensive literature reviews should be replaced by references to more recent
publications, where these reviews have been published and are available.

Citations: Author in lower case, followed by the publication year between parenthesis, e.g.
Pereira (1999); at the end of the citation: Author in lower case and year, both between parenthesis. e.g. (Silva,
1999) or (Silva & Souza, 1998) or (Silva et al., 1999) or (Silva et al., 1995a,b); textual citation: the page must be

provided, e.g. (Silva, 1999, p. 24).

Materials and Methods

The description of the material and the methods used should be brief, but sufficiently clear to make
possible the comprehension and the reproducibility of the work. Processes and techniques already published,
unless extensively modified, should be referenced. Plant names should be complete including author name and

family according to http://www.tropicos.org/, http://www.theplantlist.org/ or

http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2010/.

Plant material

Leaves of full name of the plant including Genus species Author, Family, was

collected.... and identified by... number of deposit.

Assays

Briefly description of the experimental procedures...
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Results
or

Results and Discussion

The Results should be presented with a minimum personal discussion or interpretation, and
whenever possible, be accompanied by adequate tables and figures. The data, when pertinent, should be
submitted to statistical analysis

The Discussion must be restricted to the significance of the obtained data and the achieved results,
avoiding conclusions not based on them. Alternatively, at the discretion of the author, the Results and Discussion

could be presented in one section.
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References are placed at the end of the article. Authors are responsible for the
accuracy and completeness of all references. Authors should check all parts of each reference
listing against the original document. Please use the appropriate style for the journal. Detailed
information on reference style can be found in Guideline to the authors at

www.sbfgnosia.org.br/revista.

References:

Periodical abbreviations conform Chemical Abstracts Service Source Index

(http://www.cas.org/sent.html or http://library.caltech.edu/reference/abbreviations/).

Article from a periodical
Bilan MlI, Vinogradova EV, Tsvetkova EA, Grachev AA, Shashkov AS, Nifantiev NE, Usov Al 2008.

A sulfated glucuronofucan containing both fucofuranose and fucopyranose residues from the
brown alga Chordaria flagelliformis. Carbohydr Res 343: 2605-2612.

Chung HJ, Jeun J, Houng SJ, Jun HJ, Kweon DK, Lee SJ 2010. Toxicological evaluation of fucoidan
from Undaria pinnatifida in vitro and in vivo. Phytother Res 24: 1078-1083.

Book and book chapter
Buckingham J 1992. Dictionary of natural products. London: Champan and Hall scientific data

division.

Gaziano TA, Gaziano JM 2008. Epidemiology of cardiovascular disease. In: Fauci AS, Braunwald E,
Kasper DL, Hauser SL, Longo DL, Jameson JL, Loscalzo J (org.) Principles of internal
medicine. New York: McGraw Hill, p 1375-1379.

Thesis
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Tokyo, 173p. PhD Thesis, Meiji College of Pharmacy.
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Other important information:

FIGURE CAPTIONS: Each figure must have a caption that includes the figure number and a
brief description, preferably one or two sentences. The caption should immediately follow the
figure with the format “Figure X. Figure caption”. All figures must be mentioned in the text
consecutively and numbered with Arabic numerals. The caption should be understandable

without reference to the text.

SCHEME TITLES: Chemical reactions and flow diagrams may be called schemes. Schemes
may have brief titles describing their contents. The artwork for each scheme should
immediately follow the scheme title. The title should follow the format “Scheme X. Scheme
Title”. All schemes must be mentioned in the text consecutively and numbered with Arabic

numerals.

TABLES: Each table must have a brief (one phrase or sentence) title that describes its
contents. The title should follow the format “Table X. Table Title” The title should be
understandable without reference to the text. Put details in footnotes, not in the title. Tables
should supplement, not duplicate, text and figures. Tables should be simple and concise. It is
preferable to use the Table Tool in your word-processing package, placing one entry per cell,

to generate tables.

Chemical structures should be drawn according to the ACS (American Chemical Society)

style. Structure drawing preferences can be found as preset style in appropriate software.
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ANEXO C- Normas para submissdo de manuscritos ao Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences

Manuscript’s form and presentation
STRUCTURE

Title Page: This must include the manuscript full title (it must be brief providing exact
information of the contents), authors’ full names, institutional affiliations (University,
College, Department) through numbers. The corresponding autor must be identified with an
asterisk, giving the complete address, including the electronic mail. Those information must
be left in the text and after the filiation.

Abstract: On a separate page, provide a summary of not more than 200 words. It must
concisely and specifically describe the objectives of the study, techniques used, the essential
results and what the authors concluded from the results.

Uniterms: These should be strictly related to the contents and limited to 6 (six).

Abstract in Portuguese: It should be presented after the conclusions. This should follow the
same content of the abstract presented in English.

Uniterms in Portuguese: must follow uniterms in English and be presented after the abstract
in Portuguese.

Introduction: This should state briefly and clearly the objectives of the investigation with
reference to previous works. Extensive review of the literature should be avoided and
substituted for references of recent publications where such reviews may be found.

Material and Methods: These should be described in sufficient detail that the work can be
reproduced. Procedures and technigues readily available in the literature require only a
citation of the original source, except when they are substantially modified. Reports of
experimental studies on humans and animals must certify that the research received prior
approval by the appropriate institutional review body (Committee of Bioethics).

Results and Discussion: Results must be presented concisely and in logical order. Where
possible, use figures or tables to present data rather than text. When appropriate give the
range, standard deviation and indicate the significances of differences between numerical
values obtained. Discussion should interpret the results and assess their significance in
relation to previous work in the field. Speculation not warranted by actual data should be
avoided. Presenting those items separately is optional.

Conclusions: These must be drawn from the text and restricted to the limits of data obtained
Acknowledgments: These should be typed in a special paragraph under separate heading

preceding the section of References. They should be kept to a minimum consistent with the
requirements of courtesy and disclosure.
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References: They should be prepared and listed according to The Brazilian Association of
Technical Standards (ABNT.NBR 6023). Entries should be arranged in alphabetical order by
author at the end of the paper. All authors’ names should be given. “Accuracy of reference
data is the responsibility of the author”. For examples see the site www.bcg.usp.br

PRESENTATION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be sent in 30-36 lines, 1,5 spaced, in the Word for Windows. All
manuscripts must be accompanied with a letter signed by the authors, and submitted, only, by
electronic way.

Additional Information

Text citations: References should be cited in the text by the authors’ names, with only the
first letter in capital letter followed by the year of publication. For more than three authors,
the first has to be cited followed by the expression et al. (in italics). For more than one citation
with the same authors and year of publication they must be differentiated by small letters
close to the year.

Illustrations: Graphs, tables, chemical structures, equations, maps, figures, photos must be
included in the text immediately after being cited. Maps, figures and photos must be presented
also in separate files with the extensions TIF or JPG, and 300 dpi resolution. Each BJPS
issue will present a chosen illustration in its cover. Tables should be numbered
consecutively in Roman numerals and Figures in Arabic, followed by their titles. The word
TABLE and FIGURE should appear in capital letters in the title or in the legend, but not in
the text. Legends should accompany them as well as be present in the text.

Nomenclature: Unities of weight and measurements, names of plants, animals and chemicals
should be mentioned according to International Rules available. For national manuscripts
names of drugs must follow the current Denominagdes Comuns Brasileiras (DCB).
Trademarks may be mentioned only once in the text (between parenthesis and initial in capital
letter).

Submitting manuscripts
The manuscripts must be submitted, only, by electronic way. Use the electronic mail throught
the e-mail: bjps@usp.br and send encloused to the message the files: the manuscript’s Word

for Windows file, a electronic copy of the submission letter signed for all authors and the
figures files em JPEG.
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