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RESUMO

Compostos secunddrios tem uma ampla acdo bioldgica em seres humanos,
resultando em importancia econdmica. P. deflexa (Rubiaceae), uma planta tipica da regido
tropical, encontrada no cerrado brasileiro, esta familia apresenta elevado potencial de
flavondides, compostos fendlicos, antioxidantes, entre outros. Devido a escassez de dados
para a espéce, foi realaizado a avaliacdo do potencial antioxidante através do método de
DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato). O extrato bruto metandlico foi obtido através
das folhas de P. deflexa, colhidas na Fazenda Coqueiro, Dourados-MS. O extrato bruto
metandlico, foi obtido através da maceracdo eaustiva em metanol e posteriormente
rotagvaporado. A atividade antioxidante foi realizada pelo método do DPPH, obtendo-se o
valor de ICsp=21.2 pg/mL. Para uma por¢do do extrato bruto, foi realizado o
particionamento Liquido-Liquido, obtendo-se as fragdes: cloroférmio, acetato de etila,
hidrometandlica e hexano que foram analisadas posteriormente pelo teste de DPPHe
obtendo os seguintes valores de ICso= 14.49, 13.26 e 1.5ug/mL, exceto a fragdo hexano que

ndo obteve valores significativos referentes ao potencial antioxidante.
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INTRODUCAO

A familia Rubiaceae, uma das maiores dentre as angiospermas, compreende cerca de
13.000 espécies distribuidas em 650 géneros e 44 tribos, dos quais possuem importancia
econOmica, agricola, ornamental e medicinal (LIMA et al., 2009).0 géneroPsychotria é o
maior da familiaRubiaceae e possui cerca de 1400 espécies com ampla distribuicdo na zona
tropical. De acordo com a literatura, ha descri¢do do estudo fitoquimico de diversas espécies
deste género com isolamento de alcaléides e iridéides (LOPES et al.; 2004).

Espécies de Psychotria tem importante papel na medicina tradicional, onde o uso
interno mais frequente refere-se a diversos tipos de doengas, como as bronquicas, do aparelho
reprodutor feminino, distirbios gastrointestinais. Através do uso externo, relata-se na
literatura a aplicacdo em afec¢des cutdneas, tumores, ulceras e distirbios oculares (LAJIS et

al., 1993; PERRY, 1980).

Através de estudos etnofarmacoldgicos, psiquiatras indicam que plantas utilizadas
tradicionalmente por nigerianos possuem anti-psicdticos do tipo alcaldides, como reserpina (a
partir de gé€neros Rauwolfia, Picralima, Alstonia e Psychotria) que podem ter potencial e
propriedades antipsicéticas. Desta forma, as formulagdes veem a ser uma combinacdo casual

de compostos com diferentes mecanismos de acdo (ELISABETSKY, 2002).

Os organismos aerébicos possuem uma taxa de radical livre em seu organismo, devido
ao processo respiratério na mitocondria, através da transferéncia de elétrons, que utilizam o
oxigénio molecular para obtencdo de energia quimica na forma de adenosina trifosfato
(BOVERIS, 1998). Em particular, a formacao de radicais livres, corresponde a uma ligacdo e
intensificagdo direta de doengas autoimunes e neurodegenerativas, desta forma, sugere-se o
controle com farmacos mais eficazes para o tratamento. (THOMAS; KALYANARAMAN,
1997). Entre as doencas neurodegenerativas, o mal de Parkinson e a doenca de Alzheimer,
apresentam maior impacto na vida das pessoas, sua patogénese estd correlacionada com a
formacdo de espécies reativas no sistema nervoso central, além de fatores etioldgicos e
genéticos (GIASSON et al., 2002).

As substancias antioxidantes podem ser naturais ou artificiais. Os naturais podem ser
encontrados principalmente em plantas, na forma de compostos fendlicos (flavonoéides, dcidos
fendlicos, alcodis, tocoferdis, tocotriendis), acido ascorbico e carotendides. Para os
antioxidantes artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol

(BHA) e o 4cido citrico, queretardam as reacdes de degradacdo oxidativa, ou seja, reduzem a



velocidade da oxida¢do por um ou mais mecanismos, como inibicdo de radicais livres e
complexagdo de metais (MATTOS et al, 2009).

O método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) ¢ um ensaio antioxidante baseado
em transferéncia de elétrons que produz uma solucdo violeta. Este radical livre, estdvel a
temperatura ambiente, € reduzido na presenga de uma molécula de antioxidante, dando
origem a uma solucdo amarela. A utilizacdo do método de DPPH proporciona um modo fécil
e rapido para avaliar antioxidantes por espectrofotometria, por isso pode ser util para avaliar
varios produtos de uma s6 vez (GARCIA et al., 2012).

O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato bruto e

das fracdes de Psychotria deflexa através do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado em Dourados (Mato Grosso do Sul), na Universidade
Federal da Grande Dourados —UFGD, laboratorio de Plantas Medicinais- Faculdade de
CiénciasAgrarias —FCA.

1- Preparacao do extrato metanélico

P. deflexa foi coletada na fazenda Coqueiro, localizada na cidade de Dourados, Mato
Grosso do Sul e identificada pela Dra. Zefa Valdevina Pereira. Posteriormente, uma exsicata
foi depositada no Herbario da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.A secagem das partes
aéreas do vegetal (folhas e galhos) foi realizada em estufa de circulagdo de ar a 45 + 5 °C por
48 horas e, em seguida, triturado em moinho de facas. A amostra foi submetida & maceragio
exaustiva com metanol, posteriormente filtrada e concentrada em rotaevaporador sob pressao

reduzida, para a obtencd@o do extrato metanolico.

2- Determinac¢io do método de DPPH
A investigacdo da atividade antioxidante dos compostos foi realizada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre estivel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
utilizando como controle positivo o BHT. O método consiste no monitoramento do consumo
do radical livre DPPHpelas amostras, através do decréscimo da medida de absorbancia. As
amostras foram preparadas a partir de 20mg de cada composto em 10mL de metanol.
Aliquotas de ImL das amostras foram adicionadas a 2mL da solucdo de DPPH

0,0047% e incubadas na temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura da absorbancia de



cada amostra foi realizada no espectrofometro a 515nm.Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. A porcentagem de inibicdo (% I) foi calculada pela férmula:% I = (Ag — A)/Ap) x
100.0Onde A, é a absorbancia do DPPH (controle) e A é a absorbancia da amostra mais DPPH.

O método de radicais livres estd baseado no descoramento de uma solucdo composta
por radicais livres estaveis DPPH de cor violeta quando da adicdo de substincias que podem
ceder um dtomo de hidrogénio (HAUNG et al., 2005; BRAND-WILLIAMS et al., 1995)

(Figura 1), fundamenta-se em medidas espectrofotométricas de descoloragao.
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Figura 1. Descoloracdo do radical livie DPPH.

3- Extracao Liquido-Liquido

O procedimento de extracdo Liquido-Liquido consiste na separagdo de amostra,
entre duas fases imisciveis (orgdnica e aquosa), através de diferentes solventes com
diferentes polaridades (QUEIROZ et al., 2001). Preparou-se uma solu¢do (A) com uma
porcdo obtida do extrato bruto de Psychotria deflexa (12,301g), metanol (75mL) e 4dgua
destilada (75mL).A solucao A, foi submetida em funil de decantacdo e dissolvida em
diferentes solventes com diferentes volumes,hexano (0,6L), cloroférmio (0,6L) e acetato

de etila (2,4L), originando as fracdes hexanica, cloroférmio, acetato e hidrometandlica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1- Extracao Liquido-Liquido

A eficicia do método de extracdo depende diretamente da afinidade entre o soluto e o
solvente de extracdo. Esta metodologia exibe a eficiéncia e seletividade com indmeros
solventes, como também evita a contaminacdo da purifica¢do através da desnaturagcdo de
proteinas, a técnica € realizada principalmente em um funil de decantacdo (QUEIROZ et al.,
2001).Cada solvente utilizado, tem afinidade por determinados constituintes quimicos,
separando-os da amostra, conforme Tabela 1.0s resultados da extracdo Liquido-Liquido sdo

apresentados na Tabela 2.



Tabela 1. Propriedades dos solventes.

Solvente Classe Extracao

Hexano Hidrocarboneto alifdtico  Esteroides, terpenos, acidos graxos,
hidrocarbonetos e acetofenonas

Cloroformio = Hidrocarboneto Lipideos polares e apolares

halogenado
Acetato  de Estér oxigenado Flavonéides, taninos, Xxantonas, saponinas,
etila acidos triterp€nicos e compostos fendlicos.

Tabela 2. Fracdes com massa obtida, comparando com o rendimento do extrato bruto (12,301g).

Fracoes Massa (g) % Rendimento
Hexéanica 0,614 4,99
Cloroférmio 0,337 2,74
Acetato 7,08 57,56
Hidrometandlica 4,27 34,71
Total 12,301 100

2- Avaliacio antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de descoramento do radical livre
DPPH, mostrou que o extrato metandlico de P. deflexa apresentou significativa atividade
antioxidante com valor de ICsp= 21.2 pg/mL (Figura2), quando comparado com o padrio

BHT (16,7 pg/mL).
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Figura 2. Curva analitica do Teste antioxidante (DPPH)



As fracdes cloroférmio, hidrometandlica e acetato, apresentaram atividade respectivas
de ICsp= 14.49, 13.26 e 1.5pg/mL (Figura 3). Para a fracdo hexano, ndo foi obtido resultado

significativo de ICsy pois ndo possui afinidade com compostos fendlicos.
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Figura 3. Curva analitica das fracdes.

O método do DPPHe baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um radical livre, o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloragio purpura,
avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida e passa a
coloracdo amarela, e por este motivo ndo detecta substancias pré-oxidantes (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). O radical estivel DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) reage com a
substancia antioxidante e é convertido a 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracdo
indica a capacidade do extrato em sequestrar o radical livre. Um alto potencial de sequestrar
radicais livres € expresso através de um baixo indice de ICsy, pois quanto menor a
concentragdo utilizada do extrato para inibir a oxidacdo pelo radical em 50%, melhor
atividade antioxidante.

Tem sido sugerido que o contetddo fendlico de diferentes partes do material vegetal
esta correlacionado com a sua atividade antioxidante (VELIOGLU et al., 1998). Desta forma,
a fracdo hexano devido ao seu potencial extrativo, ndo se encaixa na avaliagdo antioxidante
através do método de DPPHe. A fracdo acetato de etila, resultou em uma concentracdo mais
efetiva em relacdo ao extrato bruto, necessitando de uma quantidade de 19.7pg/mL menor,

para atingir o valor do extrato bruto.



CONSIDERA COES FINAIS

A avaliacdo da atividade antioxidante através do método de descoramento do radical
livie DPPHe, demonstrou que as fragdes obtidas através do particionamento, apresentam
valores significativos comparados ao extrato bruto e ao padrio BHT. Estes valores sdo
atribuidos a elevada quantidade de compostos fendlicos presentes nas fragdes, com excecio

da fracdo hexano a qual ndo apresenta afinidade por compostos fendlicos.
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