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RESUMO

Psychotria deflexa D. C. (Rubiaceae), conhecida popularmente como “erva-
do-rato” € encontrada em solos de Cerrado e mata Atlantica. Na literatura consultada,
ndo se encontra trabalhos biolégicos e quimicos de P. deflexa. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e o teor de constituintes do extrato
metanolico das folhas de P. deflexa D. C. O extrato metandlico foi obtido por
maceracao das folhas com metanol a frio. A atividade antioxidante foi avaliada frente
aos métodos fotocolorimétricos in vitro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH), 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS-+), do
branqueamento do B-caroteno/acido linoleico e de reducgdo de ferro. O teor de fendis
totais foi determinado pelo método de folin-ciocalteu’s, flavonoides e flavonol pelo
ensaio com cloreto de aluminio e taninos condensados com reagente de vanilina. O
perfil cromatografico do extrato metandlico de P. deflexa foi realizado por
cromatografia em camada delgada (CCD) e com reagentes quimicos. O extrato ndo
demonstrou promissora atividade antioxidante frente os ensaios de DPPH (1Cso= 146,4
pg/mL), B-caroteno/acido linoleico (AA = 26.05%) e ABTS-+ (AA = 15.58%). O
ensaio de FRAP foi o mais promissor com valores de 2369.6 uM de FeSO4/ g de
extrato. O extrato metanolico de P. deflexa, apresentou moderados teores de
flavonoides, flavonol, fendis e taninos condensados, apresentando resultados de, 37.64
e 275.07 mg de quercetina/g de extrato, 111.42 mg de acido galico/ g de extrato e
194.67 mg de catequina/g de extrato, respectivamente. A andlise por CCD, apresentou
halos quando revelados em anisaldeido. Conclui-se que o extrato metandlico de P.
deflexa, apresentou potencial antioxidante frente ao ensaio de FRAP e moderadas
quantidades de flavonol e flavonoides.

Palavras-chave: erva-do-rato, radical livre, metabolitos secundarios.
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1 INTRODUCAO

Planas medicinais possuem um papel fundamental na saude humana,
demonstrando interesse de diversas areas em estuda-las, como exemplos, a
biotecnologia com o avango de novas ferramentas como a transgenia e organismos
geneticamente modificados (OGM), na biologia em taxonomia e interacdes entre
planta x invertebrados x vertebrados x microrganismos, na farméacia no
desenvolvimento de farmacos e ensaios farmacoldgicos e na quimica organica com
identificacdo, isolamento e sintese de compostos, tendo como exemplo, o Acido acetil
salicilico e o Taxol (Figura 1). Uma subérea da quimica organica, € a fitoquimica, que
possibilita o isolamento, caracterizacdo e posterior avaliacdo farmacoldgica e
direcionamento a pesquisa para uma possivel estrutura bioativa (Figura 2).

No Brasil, a pesquisa com plantas medicinais apresenta 500 mil espécies
catalogadas, mas apenas 8%, ou seja, 40 mil espécies foram estudadas para compostos
bioativos. Este conceito esta intimamente ligado a producdo na industria farmacéutica,
a qual gera anualmente uma receita equivalente a R$ 28 bilhdes, segundo o Portal
Brasil. (2010, modificado 2014).

Neste conjunto de espécies estudadas, algumas familias apresentam
importancia medicinal com potencial maior que outras para determinadas doencas,
como exemplo, a familia Rubiaceae, uma das maiores dentre as Angiospermas,
compreendendo cerca de 13.000 espécies distribuidas em 650 géneros e 44 tribos,
comumente encontrada nos biomas brasileiros, Amazoénia, Floresta Atlantica e
Cerrado (MIATELO, 2008; LIMA et al., 2009).
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Figura 1: Vis8o geral de estudos inter e multidisciplinar com plantas medicinais.
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Figura 2: Estudo fitoquimico bioguiado de plantas medicinais.
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Baseado no conhecimento da bioatividade de compostos da familia
Rubiaceae e o valor financeiro gerado por plantas medicinais, o presente trabalho, visa
0 estudo quimico de Psychotria deflexa D. C., na busca por um direcionamento a
presenca de possiveis compostos, como alcaloides e iriddides que contenham potencial

farmacoldgico.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Psychotria

O género Psychotria é o maior da familia Rubiaceae e possui cerca de 1400
espécies com ampla distribuicdo na zona tropical, encontrada principalmente em
paises da América Central e Sul. Na area quimica, este género é conhecido por, possuir
alta complexidade dos tipos de metabolitos secundarios e de suas atividades positivas
quando testados em sistemas bioldgicos.

Na literatura foram encontrados espécies de Psychotria avaliadas em sistemas
biolégicos, como exemplo, P. forsteriana, contra células leucémicas humanas
(ADJIBADE et al., 1989), P. oleoides na influéncia sobre hormdnios hipofisarios
(GUERITTE-VOEGELEIN et al., 1992; RASOLONJANAHARY et al., 1995), P.
nigra e P. stenophylla com potencial bactericida e fungicida (JAYASINGHE et al.,
2002), P. brachyceras, P. leiocarpa e P. suterella com propriedades analgésicas e
efeito hipotérmico (ELISABETSKY et al., 1997), P. ipecacuanha com propriedades
expectorante, amebicida e emética (GOMES, 2007).

Como exemplo, de isolamento de metabdlitos secundarios, temos os
alcaloides, compostos com um nitrogénio em seu ndcleo ciclico, sendo toxicos aos
herbivoros devido a inclusdo na sintese proteica, gerando proteinas ndo funcionais
(PORTO, 2009). Estes, compostos possuem diversos efeitos em humanos, como o
N,N-dimetiltriptamina (1), composto com alto potencial alucindgeno, extraido de
folhas de Psychotria viridis (PIRES et al., 2010). Esta espécie, associada com caules
de Banisteriopsis caapi produzem, em infusdo, um cha conhecido por tribos indigenas

do Brasil como Ayahuasca. Esta bebida, produz um mecanismo que provoca o
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aumento do N-N-dimetiltriptamina no cérebro ligando-se competitivamente a
receptores serotoninérgicos que sao especificos do neurotransmissor do humor, a
serotonina (PIRES et al., 2010; SOUZA, 2011).

Diversas espécies do género Psychotria, indicam o isolamento de alcaloides
com potencial farmacolédgico, como em, P. myriantha que apresentou a vincosamida
(2) o qual tem reducdo quimiotaxica de leucocitos polimorfonucleares (FARIAS,
2006), P. umbellata com a psycholatina (3) a qual tem funcdo como agente redutor de
peréxidos (FRAGOSO, 2007) e P. rostrata com psychotrimina (4) e psychopentamina
(5), com potencial antioxidante, antimutagénico e genotdxico (TAKAYAMA et al.,
2004).

NHMe

0

1

Su
| N H
N— H o
| 0]
N ° QO\ A e
(1) (2) E H H N

0
H “H

MeHN

Figura 3. Estruturas de alcaldides isolados de Psychotrias. N,N -dimetiltriptamina (1), Vincosamida
(2), Psycholatina (3), Psychotrimina (4) e Psychopentamina (5).

Outra classe de metabolito secundario de interesse para a saide humana séo
os iridoides, monoterpenos irregulares, com propriedades bioldgicas para atividade
antiviral, antitumoral, hemodindmica, vasoconstritora, antimicrobiana, e em vegetais,
apresentam caracteristicas protetoras, como venenoso ou amargo principalmente para
herbivoros, como também, auxilia na sintese, de alcaloides indolterpenicos (GOMES
etal., 2011; RODRIGUEZ et al., 2014).
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Em Psychotria leiocarpa, foram isolados os iriddides, asperulosideo (1) e
acetilasperulosideo (2) (LOPES et al., 2004). LU et al. (2014), encontraram dois
iridéides em P. rubra, o &cido asperulosidico (3) e 6a- hidroxigenoposideo (4),

conforme figura 4.

CHs

OH 'S OH

(3) OH @ OH

Figura 4. Estruturas de irid6ides isolados de Psychotrias. Asperulosideo (1), Acetilasperulosideo (2),

Acido asperulosidico (3) e 6a-hidroxigenoposideo (4).

2.2. Psychotria deflexa D. C.

P. deflexa (Figura 3) € comumente encontrada em regides do Cerrado e Mata
Atlantica, tendo presenca em paises da America Central e Sul americanos como,
Argentina, Paraguai e Brasil e sua classificagdo taxonémica esta apresentada na Tabela
1. Popularmente ¢ conhecida como “café-selvagem” ou “erva-do-rato”, a qual

historicamente deriva de aplicagdes em conjunto com outras substancias no controle
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de dedetizacdo em ratos domésticos. Seu efeito in natura provoca alteracGes
estomacais em bovinos podendo levar a morte

Oliveira et al. (2011), descreve o teste de citotoxicidade em células
meristematicas de Allium cepa aplicado a infusdo aquosa de folhas de P. deflexa, tendo
como resultado uma inibicéo significativa na divisdo celular, podendo possivelmente
ser indicada em terapias relacionadas a inibicdo do ciclo celular. Na literatura
consultada, P. deflexa ndo apresenta dados fitoquimicos e atividade bioldgica, mas
devido ao seu conhecimento popular e os relatos sobre alcaloides e iridoides em seu

género, possivelmente ha presenca destes metabdlitos secundarios.

3

| PR 2 3
Universidad de Panama universidd de Panama

Figura 5: Psychotria deflexa

Tabela 1. Divisao taxonémica de P. deflexa.

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sub-classe Asteridae
Ordem Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Psychotria L.

Espécie Psychotria deflexa
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2.3 Atividade Antioxidante

Diferentes métodos “in vitro”, determinaram a atividade antioxidante em
Psychotrias, como exemplos, os relatados por Devadoss et al. (2013), Formagio et al.
(2014), Nascimento et al. (2015), Fragoso et al. (2008), esta atividade tem como base,
a transferéncia de elétrons que é um processo quimico oxiredutor, ou seja, quando ha
uma troca entre moléculas de ganho (oxidacdo) ou perda (reducdo) de elétrons
(ALVES etal., 2010). O processo de transferéncia de elétrons, esta intimamente ligado
ao sistema biolégico humano atraves de seus processos celulares, liberando e
utilizando altas cargas de elétrons. Caso o sistema esteja debilitado, havera a perda do
equilibrio quimico, consequentemente, o0 mau funcionamento celular e a producéo
excessiva de radicais livres (COTINGUIBA et al., 2013).

Os radicais livres em excesso, sdo correlacionados com diferentes tipos de
doencas, principalmente as neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer.
Atualmente, existem varias formas de radicais livre, como exemplo, os anions
superoxido (0O2), as hidroxilas (-OH), per6xido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (-
NO), hidroperdxido organico (ROOH) e a carbonila excitada (RO2) (COTINGUIBA
etal., 2013; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Um organismo debilitado, terd que se submeter a um controle sobre sua rotina
diaria, incluindo principalmente alimentacdo e ingestdo de medicamentos,
promovendo uma defesa antioxidante. Os antioxidantes, sdo moléculas que tem a
capacidade de estabilizar a producdo cinética ou eliminar o excesso de radicais livres,
existem dois tipos de antioxidantes, os naturais encontrados facilmente na alimentagéo
humana como o f-caroteno (cenoura), a vitamina C (laranja) e a vitamina E (cereais),
e os sintéticos como o Butilhidroanisol (BHA) e o Butilhidroxitolueno (BHT)
(OLIVEIRA et al., 2009). Em plantas, alguns compostos apresentam alta atividade
antioxidante, comparados a outros, sendo estes, os derivados de compostos fenolicos
e taninos (SANTOS et al.,, 2011). A figura 4, demonstra a classificacdo dos

antioxidantes.



15
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Figura 6: Classificacdo dos antioxidantes (Sousa, 2008).

As técnicas de avaliacdo antioxidante, além de determinar o potencial
antioxidante do composto, classifica também sua natureza, se sdo hidrofilicos ou
lipofilicos, o sistema DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e FRAP (reducéo do ferro)
avaliam compostos hidrofilicos (OLIVEIRAP et al., 2011; CAZARIN et al., 2014), o
B-caroteno/acido linoleico compostos lipofilicos (DAVID et al, 2010) e 0 ABTS+-
(2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico) compostos hidro e lipofilicos
(SCOTTI etal, 2007). A Tabela 2, apresenta os modos de agéo dos testes antioxidantes
avaliados.

Tabela 2. Mecanismo de acéo dos testes antioxidantes.

Avaliacao Mecanismo de ag¢ao
antioxidante
DPPH- A capacidade de sequestro do radical livre é determinada
pela quantidade de transferéncia de Hidrogénio (H) em
compostos hidrofilicos (SANTOS et al., 2011).
FRAP Capacidade de uma amostra em reduzir Ferro (I1l) para

Ferro (I1), pelo sequestro de hidroxila (-OH) (BARBOSA et
al., 2010)
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p-caroteno/dcido  Baseado no tempo de oxidagdo do B-caroteno promovido
linoleico pelo acido linoleico (MATTOS et al., 2009).
ABTS-+ Ampla capacidade sequestradora de hidrogénio (H).
Determinado pela capacidade de reducdo do radical
ABTS-+ (RUFINO et al., 2007).

3 OBJETIVO

3.4. Objetivo Geral

Avaliacdo da atividade antioxidante e teor de constituintes do extrato

metandlico das folhas de Psychotria deflexa D. C.

3.5. Objetivo especifico

. Avaliar a atividade antioxidante pelo método de DPPH-, ABTS-+ e FRAP;

) Quantificar o teor total de flavonoides, fendis, flavonol e taninos condensados.

4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacao

Folhas de P. deflexa foram coletadas na Fazenda Coqueiro (22°12°S e
54°54"W), na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul e identificadas pela Dr? Zefa
Valdevina Pereira. Uma exsicata (DDMS 5005) foi depositada no Herbario da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, MS.
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4.2 Preparacao do extrato metandlico

A secagem das partes aéreas (folhas e galhos) foi realizada em estufa de
circulacdo de ar a 45 + 5 °C por 48 horas e, em seguida, trituradas em moinho de facas
(Marconi® MA680) e posteriormente 620g foi submetida a maceragio exaustiva com
metanol (8 x 4 L), filtrada e concentrada em evaporador rotativo (Marconi ® MA120)

sob pressdo reduzida a 60 °C, para a obtencédo do extrato metanolico (EMPD) (114,79).

4.3 Perfil cromatografico em cromatografia em camada delgada analitica
(CCD)

Para analise visual do perfil fitoquimico do EMPD foi realizado a
cromatografia em camada delgada e reveladas com solucdo anisaldeido, dragendorff e
iodo. A analise foi realizada em diferentes placas de aluminio, (ALUGRAM® Xtra SIL
G/UV), separadas em 2 grupos (1 e 2), eluidas em hexano/acetato de etila 30% (grupo
1) e metanol 100% (grupo 2), e observadas em emissdo de radiacdo ultravioleta
(Boitton - 0238), com UV (360; 254 nm). As placas que apresentaram parametros
fisico de compostos foi calculado o fator de retencdo (Rf), utilizando a seguinte

equacao:

Rf = —

Onde, Da é a distancia percorrida pela amostra e Ds distancia percorrida pelo

solvente.

4.4 Avaliagdo da atividade antioxidante
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4.4.1 Método de DPPH-

A investigacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método
fotocolorimétrico “in vitro” do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH)), utilizando como controle positivo o Butil hidroxitolueno. O método consiste
no monitoramento do consumo do radical livre DPPH- na amostra, através do
decréscimo da medida de absorbancia. O extrato foi pesado em balanca (Shimadzu®
AY220) e preparado com 20 mg em 10 mL de metanol. Aliquotas de 1 mL do extrato
foi adicionado a 2 mL da solugdo de DPPH 0,0047% e armazenadas sem presenca de
luz, a temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofémetro (Biochrom® S80) a 515 nm. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. A porcentagem de inibicdo (% 1) foi calculada pela formula: % 1 = (Ao —
A)/Ao) x 100. Onde Ao é a absorbancia do DPPH- (controle) e A é a absorbancia do
extrato mais DPPH-. Foi calculada a concentragdo inibitoria em 50% (ICso), 0s
resultados foram apresentados em porcentagem de inibi¢do versus concentragdo do

extrato.

4.4.2 Método p-caroteno/acido linoleico

Para o teste de branqueamento do -caroteno/acido linoleico, foi preparada
uma solucéo de 2 mg de B-caroteno solubilizado em 10 mL de cloroférmio. Colocou-
se 1 mL desta solucdo em um baldo contendo 20 pl de acido linoleico e 200 pl de
Tween 40. Procedeu-se a evaporacdo do cloroférmio por 5 minutos a 45 °C em
evaporador rotativo. Apoés, adicionou-se 50 mL de agua destilada lentamente e agitou-
se vigorosamente para formar a emulséo. Transferiu-se 5 mL da emulsdo para um tubo
de ensaio contendo 0,2 mL do extrato de P. deflexa. Como controle usou-se metanol-
HPLC no lugar do extrato. Os tubos de ensaio foram colocados em banho-maria a 50
°C, monitorando-se a oxidacdo da emulsdo para leitura em espectrofotémetro a 470
nm em intervalos de 15 minutos até que a cor do B-caroteno no controle tivesse
desaparecido. Todos os testes foram realizados em triplicata (JAYAPRAKASHA et
al., 2001). A atividade antioxidante (AA) foi calculada como percentual de inibigéo

relativa ao controle com a seguinte equagdo: AA =[1 - (Ai - A) / (Ai-A't)] x 100, em



19

que, Ai ¢é a absorbancia do extrato no tempo zero; At é a absorbancia do extrato apos
a incubacdo (105 min) a 50 °C; Ai é a absorbancia do controle no tempo zero; A't é a
absorbancia do controle apo6s incubacdo (105 min) a 50 °C. Os resultados foram

apresentados em porcentagem de oxidacdo do B-caroteno.

4.4.3 Método do ABTS-+

Para 0 ensaio da captura do radical livre 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS-+), empregou-se 0 método descrito por Rufino et al. (2007),
com adaptacdes. 5 mL de 2,2-azinobis-acido-3-etilbenzoatina-6-sulfonico (ABTS:+)
(7 mM) foi homogenizado com 88 L de persulfato de potassio (140 mM), mantendo
no escuro por 16 horas, diluiu-se 1 mL em etanol (P.A.) até obter uma absorbancia de
0,70 + 0,05 nm a 735 nm. 20 mg do extrato foi solubilizado em 10 mL de
Metanol/HPLC. Para realizar as leituras, o extrato foi diluido em diferentes
concentragdes (100; 200; 400; 600 e 800 pL) em agua destilada até completar o volume
de 1000 pl. 30 pL de cada diluicéo foi transferida para tubos de ensaio contendo 3 mL
do radical ABTS-+, reagindo por 6 minutos, procedendo-se a leitura em
espectrofotdmetro a 734 nm, utilizando etanol como controle. A curva de calibracédo
foi realizada com solucdes etandlicas de 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox) 2 mM, em diferentes concentra¢des (100; 500; 1.000; 1.500 e
2.000 pM). Os resultados foram expressos em pmol de Trolox equivalente/g de

extrato.

4.4.4 Determinacéo da reducéo de ferro (FRAP)

Para determinacdo de reducdo do ferro, foi utilizada a metodologia de Rufino
et al. (2006), com adaptacdes. Preparou-se a curva de calibracdo adicionando-se em
tubos de ensaio, 90 ul das concentragdes de sulfato ferroso (500; 1000; 1500 e 2.000),
270 pl de 4gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de tampéo Acetato 0,3
M, 2,5 mL 2,4,6-Tris (2pyridyl)s-Triazine (TPTZ) 10 mM e 2,5 mL de Cloreto Férrico
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a 20 uM. Agitou-se em vortex (Biomixer® VTX2500), seguido de banho-maria por 30
minutos. A andlise de reducdo foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm. Para
andlise do extrato substituiu-se as concentracbes de sulfato ferroso, pelas
concentragdes do extrato. Os resultados obtidos foram expressos em pmol de sulfato

ferroso/g de extrato.

4.5 Teor de constituintes no EMPD

4.5.1 Determinacdo do teor de Fendis Totais (FE)

O teor de fendlicos totais de EMPD, foi determinado pelo método folin-
ciocalteu’s (SINGLENTON et al., 1965). Para os testes, a cada 100 ul de extrato,
adicionou-se 1,5 mL de solucéo aquosa de carbonato de sodio 2%, 0,5 mL de reagente
folin-ciocalteau’s (1:10 v/v) e 1 mL de agua destilada. Reagiu-se por 30 minutos. A
leitura foi realizada no espectrofotdmetro com 760 nm. O mesmo procedimento foi
empregado na anélise do branco, sendo substituidos 100 pL do extrato por 100 pL de
Metanol/HPLC (DJERIDANE et al., 2006). Para calcular a concentracdo de fenais foi
preparada uma curva analitica (1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 30,0 e 40,0 pg) empregando o
acido galico como controle e as respectivas absorbancias foram lidas. Com estes dados
foi feita a regressao linear e obtida a equacao da reta e calculado seu valor real (Figura
5). Todos os testes foram realizados em triplicata. Os resultados foram apresentados

em mg de acido galico/g de extrato.
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Figura 7: Curva de calibragdo do &cido galico.

4.5.2 Teor de Flavonoides Totais (FT)

Para o teste de flavonoides, a cada 500 uL de extrato diluido em etanol
(Img/ml), adicionaram-se 1,50 mL de alcool etilico 95%, 0,10 mL de cloreto de
aluminio 10% (AICI3.6H20), 0,10 mL de acetato de sédio (NaC2H302.3H20) (1 mol
L) e 2,80 mL de agua destilada. Deixou-se reagir a temperatura ambiente por 40
minutos. Realizou-se a leitura no espectrofotometro com em 415 nm. O mesmo
procedimento foi empregado na analise do controle (LIN & TANG, 2007). Para
calcular a concentracdo de flavonoides foi preparada uma curva analitica (2,5; 5,0;
10,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 125,0 nug) empregando a quercetina como padrao e as
respectivas absorbancias foram lidas. Com estes dados foi feita a regresséo linear e a
equacéo da reta foi obtida e calculado seu valor real (Figura 6). Os resultados foram

apresentados em mg de quercetina/g de extrato.
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Figura 8: Curva de calibracdo da quercetina (FT).

4.5.3 Teor total de Flavonol (FLA)

Para analise do teor total de flavonol, em um tubo de ensaio, foi inserido 2
mL da solucdo etandlica do extrato de P. deflexa, 2 mL de solucdo etandlica de cloreto
de aluminio a 2% e 3 mL de solucdo acetato de sodio (50g/L), incubando por 150
minutos a 20 °C. Apds, leu-se a absorbancia em espectrofotdmetro a 440 nm. Com
estes dados foi feita a regressdo linear e a equacgéo da reta foi obtida e calculado seu
valor real (Figura 7). Os resultados foram expressos em mg de quercetina/g de extrato
(ADEDAPO et al., 2008)
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Figura 9: Curva de calibracdo da quercetina (FLA).
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4.5.4 Teor de Taninos condensados (TC)

A metodologia utilizada foi descrita por Agostini-Costa et al. (1999), com
adaptacdes. O extrato bruto de P. deflexa, foi solubilizado em metanol/HPLC na
concentracdo 10 mg/mL. Apos, 1 mL desta solugdo foi homogeinizado com 5 mL de
reagente de vanilina em tubos de ensaio fechado. Em seguida os tubos de ensaio foram
mantidos em banho-maria por 20 minutos a 30°C. As amostras foram lidas em
espectrofotdmetro a 500 nm, em triplicata. A catequina foi utilizada como padréo, nas
concentragdes de 2,5 a 40 uL. Com estes dados foi feita a regressao linear e a equacédo
da reta foi obtida e calculado seu valor real (Figura 8). Os resultados foram expressos
em mg de catequina/g de extrato.
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Massa de catequina (mg)

Figura 10: Curva de calibragdo da catequina.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil fitoquimico

Para separacdo dos compostos, € de fundamental importancia determinar o
nivel de polaridade do solvente utilizado, este ira conseguir eluir os compostos de

natureza semelhante a sua. O metanol é um solvente organico de alta polaridade
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utilizado no processo de maceracdo de plantas extraindo heterosideos em geral,
agliconas, ceras, sapogeninas, iriddides e sesquiterpenos (SIMOES et al., 2003). O
extrato metandlico de P. deflexa (EMPD) apresentou rendimento de 18,5% (114,79).

A técnica de analise cromatografica em camada delgada (CCD), visa obter a
separacdo analitica de compostos através da afinidade dos componentes de uma
mistura pela sua fase estacionaria, sendo classificada por sua forma fisica (DEGANI
etal., 1998; COLLINS, 2010).

Nas placas do grupo 1 utilizou-se como eluente a solucdo de hexano/acetato
de etila 30% (média polaridade), obtendo-se 4 halos principais, codificados como a, b,
c e d com Rf de 0,11, 0,32, 0,48 e 0,76, respectivamente. O grupo 2, foi preparado
devido ao grupo 1 apresentar em sua base halo referente a compostos, desta forma,
realizou-se uma nova analise via CCD com solvente metanol 100% (alta polaridade) e
observou-se 2 halos principais (e e f) com R¢= 0,44 e 0,82). A revelacdo em CCD das
placas do grupo 1 e 2 quando submetidas a lampada UV, revelaram a presencga de
compostos com dupla ligacdo e a presenca de terpenos quando submetidas ao revelador
quimico anisaldeido, pela presenca de coloracdo roxa (Figura 9). Terpenos e
esteroides, sdo sintetizadas, a partir da condensagdo de uma molécula de acetil-CoA
ligada a uma unidade de acetoacetil-CoA (SIMOES et al., 2003). A revelacio das
placas 1 e 2, com iodo e dragendorff ndo apresentaram parametros fisicos.

/ (1)

4,3 cm
4,5 cm

Ds;=
Ds =

\ -

Figura 11: Anélise em CCD. Grupo 1 (hexano/acetato de etila 30%) e 2 (metanol 100%), trés placas (x
visualizada em UV 254, y em 365 e z revelada em terpeno). Ds: distancia do solvente e D(a;b;c;d;e;f):

distancia das amostras em centimetros (cm).



25

5.2 Atividade antioxidante

As metodologias de avaliacdo antioxidante utilizadas, possuem em comum, a
capacidade de sequestro de radical livre em uma substancia resultando em uma
alteracdo de cor, determinada via espectrofotdbmetro. A reacdo quimica
fotocolorimétrica das técnicas de DPPH-, ABTS-+ e reducgdo do ferro (FRAP), sédo

apresentadas na figura 10.
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Figura 12. Representacdo das reacBes fotocolorimétricas antioxidantes “in vitro
avaliadas: 1 - DPPHe, 2- ABTSe«+, 3- FRAP.

Os resultados das avaliagOes das atividades antioxidantes estdo apresentados

na Tabela 3. O EMPD apresentou baixa atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH
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(1C50=146,4 pg/mL), quando comparado com padrdo BHT (IC50=16,72 pg/mL). O
BHT, é classificado como antioxidante sintético primario, o qual demonstra
capacidade de doar um proton para estabilizar o radical livre. O EMPD nao apresentou
promissora atividade antioxidante (AA=26.5%), via método -caroteno/ac. linoleico,
comparado ao BHT (91.2%), mas, comparado ao acido ascorbico (4.13%) se mostrou
mais eficiente. O B-caroteno, uma vitamina soltvel em agua, se encaixa no grupo de
antioxidantes do tipo nutrientes, utilizada como padrao no método de -caroteno/acido
linoleico, com sua principal capacidade eliminar o oxigénio singlete (*O2). No ensaio
de ABTS, o extrato também apresentou baixa eficacia (AA=15.58%) quando
comparado ao acido ascorbico (AA=80.9%), demonstrando assim baixo indice de
eliminacéo de oxigénio. Pelo ensaio de reducéo de ferro (FRAP), o EMPD demonstrou

uma concentracdo de 2369.6 UM FeSOa4/ grama de extrato.

Tabela 3. Resultados da avaliagéo antioxidante frente aos ensaios DPPHe, 3-Caroteno, ABTS e
FRAP.

ENSAIOS ANTIOXIDANTE

AMOSTRAS DPPH- B-Caroteno ABTS-+ FRAP
ICso % CRL (% AA) (AA%) (UM
(ng/mL) FeS04/g)
EMPD 146.4 66.37 26.05 15.58 2369.6
BHT 16.72 92.19 91.20 96.4 n.d.
Ac. 22.28 96.4 4.13 80.9 n.d.
ASCORBICO
QUERCETINA n.d. n.d. 80.65 n.d. n.d.
FESO4 n.d. n.d. n.d. n.d. 3150,0

ICso: Concentragdo inibitéria necessaria em 50%, micrograma por microlitro de composto. %CRL:
Porcentagem de Captura de Radical Livre. %A.A.: Porcentagem de Atividade Antioxidante. uM/g:

micromolar por grama de extrato. n.d.: Nao determinado.

Analisando os resultados das metodologias antioxidantes utilizadas,
determinamos que apenas o teste de reducédo de ferro (FRAP), apresentou consideravel
importancia para a avaliagdo do extrato metandlico de P. deflexa. Determinando que a
amostra possui maiores quantidades de constituintes quimicos que promovem a

complexacéo do ion ferro.
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5.3 Teor de constituintes quimicos

Compostos fendlicos possuem atividade antioxidante, as quais podem ser
encontradas através da extracdo de metabolitos secundarios de plantas. As estruturas
fendlicas em sua totalidade, possuem um anel benzénico (Cs) ligado a uma cadeia
substituinte de carbono (Cn), com excecdo dos fendis simples que possuem apenas 0
anel benzénico como esqueleto bésico (SIMOES et al., 2003).

Na planta os flavonoides tém diferentes funcfes, como protecao contra raios
ultravioletas e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, inibidores de
enzimas, entre outros, sdo tambem utilizados como marcadores taxondmicos. Para
humanos, os flavonoides, sdo utilizados em diferentes processos produtivos, como
tanagem de couro e fermentacdo, e processos farmacoldgicos, como antitumoral,
antioxidante e antiviral (SIMOES et al., 2003), as estruturas fendlicas sio as principais
neutralizadoras de processos oxidativos, devido ao impedimento da formacéo de
radicais livres (NASCIMENTO et al., 2015). A quantifica¢do do teor de constituintes
quimicos determina a quantidade de compostos secundarios presente no vegetal, tendo
como funcdo direcionar o estudo sobre o potencial farmacolégico da espécie.

Os resultados obtidos para o teor total de flavonoides, flavonol, fendis e
taninos condensados estdo apresentados na tabela 4. O EMPD apresentou resultados
promissores para o teor total de flavonol com 275.07 mg QE/ g EM e taninos
condensados 194.67 mg de catequina/ g EM, representando 27,5% e 19,4%,
respectivamente em 1 mg de extrato, ou seja, dos constituintes quimicos presentes nas
folhas de P. deflexa, aproximadamente 47% foi referente a flavondis e taninos

condensados.

Tabela 4. Resultados do teor total de constituintes quimicos. QE: quercetina, AG: acido galico, CT:

catequina, TC: Taninos condensados.

Espécie Avaliacdo do teor total
Flavonoides Flavonol Fenois TC
(mg QE/g EM) (mg QE/ g EM) (mg AG/ g EM) (mgCT/g

EM)
P. deflexa 37.64 275.07 111.42 194.67
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Os flavonois, séo frequentemente oxigenados e facilmente destruidos por
hidrélise &cida, os mais comumente encontrados em vegetais sao o canferol, quercetina
e miricetina. Em especial a quercetina possui propriedades farmacoldgicas, como
antitumoral, anti-inflamatoria, antiGlcera, antiviral e antioxidante (SIMOES et al.,
2003). Behling et al. (2004), descreve que os flavondis possuem capacidade ao
combate e prevencdo de diferentes tipos de doencas, como carcinoma ovariano,
desregulacdo do ciclo celular e tumores, relata também a acdo antiproliferativa em
células. A alta quantidade de flavonol, frente aos outros avaliados, se deve por esta
classe ser facilmente encontrada em espécies vegetais.

Os taninos condensados, sdo formados pela ligagdo de unidades de
flavonoides possuindo alto peso molecular e classificados como polimeros, este tem a
caracteristica de reagir e precipitar proteinas promovendo um efeito antimicrobiana e
antifungico, na saude, este tem capacidade de auxilio em cura de feridas, queimaduras
e inflamagdes, onde agem formando uma camada protetora sobre tecidos epiteliais
(SIMOES et al., 2003; VERONESE, 2011). Simdes et al. (2003), relata que taninos
condensados possuem ao minimo, trés caracteristicas gerais, a complexacao com ions
metalicos, atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres e a complexacéao
de macromoléculas. Este relato, pode estar intimamente ligado ao resultado da
avaliacdo antioxidante via método de reducéo de ferro (FRAP).

De acordo com Monteiro, (2005) e Behling et al. (2004), taninos e flavonois
possuem a habilidade de se ligarem a proteinas celulares e apresentarem atividades
toxicas. No presente trabalho encontrou-se altas quantidades (em mg) para flavonois e
taninos condensados, o qual, sugere que pode haver uma relacdo com o trabalho
apresentado por Oliveira et al. (2011), sobre o potencial inibitério do ciclo celular em

Allium cepa através do extrato de P. deflexa.

6 CONCLUSAO

O extrato metanolico de P. deflexa apresentou promissores valores in vitro
quanto submetido ao ensaio de reducdo do ferro — FRAP (2369.6uM de sulfato
ferroso/g de extrato) para avaliacdo da atividade antioxidante e consideravel teor de

flavonol e taninos condensados.
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ANEXO A - Lista de reagentes

[-caroteno
Acetato de sodio
Acido galico
Acido Linoleico
Alcool etilico
Carbonato de sodio
Catequina
Cloreto de Aluminio
Cloroférmio PA
DPPH
Folin-Ciocalteu’s
Hexano
Metanol PA
Metanol-HPLC
Quercetina
Vanilina
Trolox
TPTZ
ABTS

Sigma-Aldrich®
Vetec®
Vetec®
Vetec®

Sigma -Aldrich®

Dinamica®

Sigma-Aldrich®
Vetec®
Vetec®

Sigma-Aldrich®
Vetec®

Dinamica®
Cromato®
Vetec®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich

97.0
99.0-100.5
99.0-100.5
>90.0
99.5
99.5
> 08
99.5
99.8
>85.0
98.0
98.5
99.5
99.9
>905.0
98.0
97.0
>98.0
>98.0

536,87
136,08
170,12
280,45
46,07
84,01
290,27
241,43
119,38
394,32
N/A
86,18
32,04
32,04
302,23
152,15
250,29
312,33
548,68



