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Resumo:

A ma alimentagao caracteristica dos dias atuais esta relacionada com o aumento
significativo de doencgas cronicas néo transmissiveis, sendo a dieta equilibrada, aliada
ao consumo de antioxidantes naturais, um objeto para reversao deste quadro. Os
metabolitos secundarios presentes em vegetais sao alternativas de inibidores de
radicais livres. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade
antioxidante de Eruca sativa, a rucula, utilizando-se o ensaio de reducgdo do radical
DPPH e o método de formagéo do complexo fosfomolibdénio; e avaliar toxicidade
frente a Artemia salina e investigar a atividade hemolitica. O extrato etandlico de Eruca
sativa apresentou potencial antioxidante no ensaio de redugcdo do complexo do
fosfomolibdénio, ndo mostrou atividade hemolitica e foi considerado ativo na avaliagéo
de toxicidade frente a Artemia salina. Os resultados demonstram a importancia de mais
testes para avaliagcao da capacidade antioxidante.
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Abstract:

Inadequate supply characteristic in these days is directly related to the significant
increase of chronic diseases. A well balanced diet that includes the consumption of
natural antioxidants is the tool for this frame. Secondary metabolities present in
vegetables are a good alternatives to inhibit that action of free radical. Thus, this study
aims to evaluate the antioxidant activity of Eruca sativa, rucula, by using DPPH radical
reducing assay and phosphomolibdenium complex formation assay; evaluate
preliminary toxicity by Artemia salina assay and determine heamolytic activity. The
ethanolic extract of Eruca sativa results showed that it has antioxidant potential in
phosphomolibdenium complex formation assay. The same sample did not show any
hemolytic activity and was considered active in the evaluation of preliminary toxicity on
Artemia salina microcrustaceams. These results can be considered of significant value
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for further analysis on toxicity and pharmacology evaluation.
Keywords: Eruca sativa; antioxidant activity, toxicity.

1. INTRODUGAO

Na atualidade o aumento significativo da incidéncia de doengas, como as
doencgas crbnicas néo transmissiveis (DCNT), esta relacionado ao processo de
transicao nutricional em que os habitos alimentares mundiais se modificaram e o perfil
nutricional da populagéo passou a ser outro. (BATISTAFILHO & RISSIN, 2003)

Escolhas alimentares inadequadas, dentre outros fatores, podem
desencadear um quadro de estresse oxidativo, sendo uma das causas mais reportadas
na literatura atual do desencadeamento de DCNT. (RAO & AGARWAL, 2000; SOUSA
etal., 2007; VANNUCCHI et al., 1998) De acordo com Sies e Stahl (1995), o estresse
oxidativo, consiste de um desequilibrio entre a defesa antioxidante e a producgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), os radicais livres. Estes s&o produto ou
resultado das reacdes de oxido-reducédo, cedendo o elétron solitario e tendo por
consequéncia, sua oxidagao; ou recebendo outro elétron, reduzindo-se; podendo ser
decorrentes tanto do processo de metabolismo celular, ou devido a exposicao a fatores
exogenos. (CERUTTI, 1991; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL &
WHITEMAN, 2004)

A atuacado da atividade antioxidante no controle de doencas ocorre pela sua
funcdo de bloquear e estabilizar os radicais livres por diferentes meios, agindo
diretamente na neutralizac&o de sua agao, ou participando indiretamente de sistemas
enzimaticos com estafuncdo. (ANDERSON, 1996; SHAMI & MOREIRA, 2004)

O excesso de radicais livres pode ser combatido por antioxidantes endégenos,
e fontes exdgenas podem atuar em seu lugar, sendo a dieta grande colaboradora para
um aumento da atividade antioxidante. (SHAMI & MOREIRA, 2004) A insercédo de
produtos vegetais € uma alternativa de antioxidantes naturais, devido aos seus
compostos fenodlicos que inibem a formacdo de radicais livres. (DROGE, 2002;
MORAIS et al., 2009)

Arucula (Eruca sativa), pertencente a familia da Brassicacea, € um exemplar
de hortalica comum nas regides de colonizacédo italiana no Brasil e originaria da Regiao
Mediterranea e da Asia Ocidental, apreciada pelo cheiro acentuado e agradavel e
sabor picante. E consumida em forma de salada, ou em preparagées elaboradas, cujo
consumo vem crescendo no pais. (GOULART & TILLMANN, 2007; SALA et al., 2004)
Goulart e Tillmann (2007) citam suas propriedades como sendo grande fonte de ferro,
vitaminas Ae C, e minerais.

Dentre os métodos para avaliar a atividade antioxidante, estdo o método de
reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e o método de formacédo do
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complexo fosfomolibdénico. (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & BERSET, 1995; PRIETO,
PINEDA, & AGUILAR, 1999) O método de complexagao pelo fosfomolibdénio é uma
maneira barata e simples de avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura
complexa de compostos como € o caso de extratos obtidos de plantas, bem como suas
fracoes. (PRIETO, PINEDA, & AGUILAR, 1999) Compostos vegetais que possuem
atividade antioxidante interagem com o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila; radical livre
e estavel) permutando os elétrons ou atomos de hidrogénio para o radical livre,
reduzindo-o. (MENSOR, 2001)

Para avaliar a toxicidade, foram realizados ensaios preliminares como a
determinacao da atividade hemolitica e teste de toxicidade frente a Artemia salina.
(MEYERetal., 1982)

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante eo potencial toxico
do extrato etandlico de Eruca sativa, utilizando os métodos de reducdo do radical
DPPH e formagao do complexo fosfomolibdénico; a toxicidade frente a Artemia salina e
atividade hemolitica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Aamostra, composta pelas raizes e partes aéreas de Eruca sativa organica, foi
obtida no més de maio no Mercado de Orgéanicos no Mercado Municipal do municipio
de Curitiba, Estado do Parana.

As raizes e partes aéreas da planta foram secas em estufa de secagem a 60°C,
por 48 horas, trituradas, passadas por tamis de 1,4mm e extraido por método de
Soxhlet. (CARVALHO, 2009)

2.2 Formagao do Complexo Fosfomolibdénico

Foram colocados em tubos de ensaio 1,5 ml do reativo (molibdato de aménio 4
mM, fosfato de sédio 28 mM, acido sulfurico 0,6 M), 1,5 ml de agua destilada e 0,3 ml de
solugcao amostra na concentragéo de 200 pug/ml. Os tubos foram parcialmente fechados
e colocados em banho-maria a 95°C durante 90 minutos. Apos resfriamento a leitura foi
feita em espectrofotdmetro UV a 695 nm, utilizando como branco 0,3 ml de etanol,
1,5ml de agua e 1,5 ml de reativo. Como referéncias, utilizou-se acido ascérbico e
rutina na concentracado de 200 yg/ml. Para o calculo da Atividade antioxidante foi
utilizada a seguinte férmula de acordo com Prieto, Pineda, & Aguilar, (1999).
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AAR% = [(AbS (amostra) — Abs (branco)) / (AbS (VitC.ou Rutna ) — Abs (branco) )] X 100

2.3 Avaliagao da capacidade de reagcdao com o radical DPPH

Foram preparados 50 ml de solugcédo estoque de DPPH em etanol na
concentragcdo de 1 mmol/ml. Foram feitas diluicbes de 350, 300, 200, 100, 50 mg/ml.
Para cada ensaio utilizou-se 2,5 ml de amostra e 1 ml de solugdo DPPH. Como branco
das amostras substituiu-se a solugdo de DPPH por etanol e como controle a amostra foi
substituida apenas por etanol. As leituras foram feitas em espectrofotémetro UV a 518
nm.

Adeterminacgao do IC,, foi feita através da formula seguinte:

AA% =100 — [( AbS (amostray — ADS (branco) ) / ADS (controley] X 100

Para o calculo de IC, foi utilizada a equacéo da reta, substituindo o valor de y
por 50 para obtengao da concentragdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do
DPPH. Para calculo do IC,, das substancias referéncias, a rutina foi utilizada nas
concentragdes de 20 pg/ml; e o acido ascorbico nas concentragdes de10 ug/ml.

2.4 Teste de toxicidade frente a Artemia salina

200mg de ovos de A. salina foram colocados para eclodir em 400 ml de salina,
durante 48 horas sob aeracéo continua, exposicao a luz diurna, temperatura entre 27 e
30°C e pH 8,0 — 9,0, nas seguintes concentragbes do extrato bruto: 10, 100 e 1000
pMg/ml. O ensaio foi realizado em triplicata, tendo como parédmetro de avaliacdo o
numero de nauplios mortos e vivos, realizada apos 24 horas. A analise estatistica foi
realizada usando-se o programa Probitos. (MEYER et al., 1982)

2.5 Determinacao da atividade hemolitica
O ensaio foi realizado utilizando sangue de carneiro NEWPROV® lavado 3

vezes com tampao fosfato e a partir do qual foi preparada uma solugao de eritrocitos
2%. O extrato vegetal testado foi preparado em concentragdes decrescentes de 1000,
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500, 200 e 100 pg/ml com tampao fosfato pH 7,4 e suspensao de sangue (2%). O
material foi colocado em tubos de ensaio, deixado em repouso por 30 minutos e agitado
delicadamente para se evitar a formagdo de espuma. Ap6s esse tempo o material
permaneceu em repouso por 150 minutos e foi levado a centrifugacao 3000 rpm por 5
minutos. Foram observadas a formacao de depoésito de eritrécitos e a coloragéao da
solugdo, sendo considerada auséncia de atividade hemolitica o tubo com solugéo
clara, limpida e com depésito de eritrécito, e considerado presenca de atividade
hemolitica os tubos com solucdo avermelhada. O controle positivo foi realizado com
tampéao fosfato e o controle negativo com agua destilada.

3.RESULTADOS
3.1 Formagao do Complexo Fosfomolibdénico
A atividade antioxidante do extrato etandlico de Eruca sativa foi calculada em

relacdo a vitamina C e rutina, sendo essas consideradas 100%. Resultado pode ser
visualizado na Tabela 1.

TABELA 1 —Atividade Antioxidante pela Redug&o do Complexo do Fosfomolibdénio

Amostra Atividade antioxidante em Atividade antioxidante em
relagao a rutina (%) relagao a vitamina C (%)
Extrato Eruca sativa 376,49 109,81

Assim, o extrato apresenta atividade antioxidante por reducédo do complexo
fosfomolibdénio, podendo ser considerada um antioxidante em potencial,
apresentando 100% da atividade da vitamina C e quando comparado arutina, 400% da
atividade.

O Gréfico 1, visualiza a porcentagem de inibigdo do complexo fosfomolibdénio,
considerando a vitamina C como 100%.

GRAFICO 1- Porcentagem de Inibicdo do Complexo do Fosfomolibdénio
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3.2 Avaliagao da capacidade de reagdao com o radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH)

Foi calculada a porcentagem da atividade antioxidante relativa e através da
equacéao dareta, o IC,, cujos valores apresentam-se nos Graficos 2, 3 e 4.

GRAFICO 2 - Curva da Vitamina C pela reducéo do radical DPPH
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GRAFICO 3 - Curva da Rutina pela reducéo do radical DPPH
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GRAFICO 4 — Curva do Extrato Etanélico pela redugao do radical DPPH
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O valor de IC,, da amostra foi comparada com os padrées, vitamina C e rutina,
e para verificar diferenga entre as amostras aplicou-se o teste de Tukey (p<0,05), e
diferenca estatistica Anova. A Tabela 2 apresenta os resultados de Ic,, e classificacao
segundo teste de Tukey.

TABELA 2-Resultadode IC,, e Teste de Tukey para Redu¢ao do DPPH

Valores de IC50 em

Classificagdao segundo

Amostra Mg/mlx SD Teste de Tukey
VITAMINA C 4,2766 + 0,0310 a1l
RUTINA 6,6502 + 0,0280 a2
EXTRATO ETANOLICO 532,5588 + 0,185 a3

O extrato apresentou valor de IC,, superior ao da vitamina C e rutina, sendo
consideradas menos ativas que os padrdes analisados, pois uma quantidade maior da
amostra é necessaria para reduzir 50% da concentragao inicial do radical DPPH.

3.3 Avaliagao de toxicidade frente a Artemia salina

A toxidade frente a Artemia salina foi estimada através da concentragcdo média
letal (DL,,). Os resultados do calculo da DL,, foram submetidos ao teste estatistico
Probitos, e encontram-se na Tabela 3.
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TABELA 3-DL,,e Mortalidade da A. salina

Amostra Mortalidade/ Concentragao DLs Int.de
C 10 100 1000 (mg/ml) | Confianga de
ug/ml Mg/ml Mg/ml 95%
0 0 0 10 <1000 --
Extrato
0 0 0 10 <1000
etandlico -
0 0 0 10 <1000 _

Legenda: C—Controle; DL,,— Concentracdo média letal

As fracbes podem ser consideradas ativas, pois a partir do teste estatistico, a
DL,,foide 316,23 pug/ml e 95% de intervalo de confianga, ou seja, menor que 1000 pg/ml
como preconiza a metodologia.

3.4 Determinagao da atividade hemolitica

Em relacédo a determinacdo da atividade hemolitica, os resultados foram
negativos, nao apresentando rompimento das hemacias e o extravasamento de seu
conteudo. Garantindo uma base confiavel para posteriores testes de toxicidade.

4.CONCLUSAO

Através dos resultados do método de reducdo do complexo do
fosfomolibdébnico, pode-se considerar o extrato etandlico de Eruca sativa um
antioxidante em potencial quando comparado a vitamina C e rutina. Porém néo
apresentou resultados expressivos na avaliagdo da capacidade de reagdo com o
radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), sendo necessaria uma concentragdo maior
da amostra para reduzir 50% do radical DPPH inicial. A diferenca entre os resultados
demonstra a importancia de se submeter as amostras testadas a outras metodologias
para melhor avaliar sua capacidade antioxidante.

Em relacdo a determinacéo da atividade hemolitica, o resultado negativo do
teste preliminar realizado, indica que a amostra ndo apresentou capacidade de romper
as hemaceas. E o extrato etandlico de Eruca sativa foi considerado ativo na avaliagao
de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina. Considera se assim estes resultados
de significativo valor para analises posteriores em ensaios de toxicidade e
farmacologia.
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