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RESUMO

Na medicina popular espécieskP&ychotriasdo empregadas no tratamento de varias doencas,

tais como: dirréia e parasitas intestinais, viral, infecgdes bacterianas entre outras. “Cafeeiro-

do-mato” e “Pimenteira” ¢ o nome popular dado a duas espécies da familia Rubiaceae sendo
respectivamentd’sychotria carthagenensie Psychotria leiocarpa.Estudos fitoquimicos

relatam a presenca de alcaléides como principais constituintes neste género. Desta forma o
objetivo do trabalho foi avalian vitro a atividade antioxidante e teor de fendis, flavonéides e
taninos condensados do extrato metandlico das folhBsaethagenensis e P. leiocarpa

atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocoloriméincuitro do radical livre

estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e pelo branqueamentofaaroteno/acido
linoleico. O teor de fendis totais foi determinado pelo método de Edaliradteu’s, tendo o

acido gélico como padrao, flavondides pelo reagente de cloreto de aluminio, quercetina como
padrdo e taninos condensados utilizando o reagente acidificado de vanilina e catequina como
padrdo. Os resultados demonstraram que ambos 0s extratos metanolicos de apresentararr
significante atividade antioxidante no ensaio de DPPH, com os valot€sgdie 3,0 pg/mL

paraP. carthagenensie 1Gy de 15, 20 pg/mL par®. leiocarpa quando comparado ao
controle BHT (IGo de 16,8 pg/mL). Frente ao método p-Caroteno/acido linoleicd.

leiocarpa foi a mais promissora (AA = 82,1%). Em relacdo ao teor de metabdlitos
secundariosP. leiocarpaapresentou alto valor de TC de 304,68 mg/g de amostra & de F
com 83.04 mg de quercetina/g de amostra. O conteudo de PT em ambas as espécies nao foi
representativo. Conclui-se quRe leiocarpapode ser considerada uma promissora espécie

vegetal para posteriores estudos.

Palavras-chave: Rubiaceae, DPPHp-caroteno/acido linoleico, polifendis, flavondides e

taninos.



ABSTRACT

In folk medicine Psychotria species are employed in the treatment of various diseases such as
diarrhea and intestinal parasites, viral, bacterial and other infections. "Cafeeiro-do-mato" and
"Pimenteira” is the popular name given to two species of the family Rubiaceae being
respectivelyPsychotria carthagenensdPsychotria leiocarpaChemistry study related the
presence of alkaloids, as constituents main. Therefore, the objective of the study was to
evaluate then vitro antioxidant activity and phenolic content, flavonoids and tannins of the
methanadk extract of the leaves dP. carthagenensignd P. leiocarpa The antioxidant
activity was performed byn vitro fotocolorimetric with free radical 2,2-diphenyl-1-picryl-
hidrazila (DPPH) and3-carotene/acid linoleic bleaching. The total phenolic content was
determined by Folin-Ciocalteu's, the flavonoids for aluminum chloride reagent and condensed
tannins using acidified vanillin reagent. The results sfhtivat both the methanolics extracts

of P. carthagenensiandP. leiocarpa have significant antioxidant in the DPPH assay, with
value ofICs0 3.0 mg / mL forP. carthagenensiandICso of 15.20 mghL for P. leiocarpa

whith compared with to the control BHT @§€of 16.8 mg/mL)The method p-Carotene/acido
linoleic bleachingP. leiocarpawas the most promising (AA = 82.1%). TReleiocarpaCT
showed a high value of 304.68 mg/g sample and TF of the 83.04 mg of quercetin/g of
sample. The PT content in both species was not representative. It was concluded that

leiocarpacan be considered a promising plant species for further studies.

Keywords: Rubiaceae, DPPH, B-carotene/acid linoleic, polyphenols, flavonoids, tannins.



1. ASPECTOS GERAIS

As plantas séo fontes importantes de produtos naturais com uma vasta aplicacdo, uma
vez que compostos encontrados na natureza revelam uma gama inacreditavel de diversidade
em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas.

O potencial quimico dos vegetais estimula o interesse de industrias alimenticias,
devido ao uso de produtos naturais para dar cor e sabor aos alimentos; de cosméticos pela
utilizacdo de esséncias naturais na fabricacdo de perfumes; farmacéutica, como fonte de
farmacos e ainda, na industria agroquimica, pelo uso cada vez mais frequente de herbicidas,
fungicidas e inseticidas naturais (SIMOES et al., 1999).

O emprego de produtos naturais de origem vegetal no desenvolvimento de substancias
biologicamente ativas tem aumentado consideravelmente, porém, das 350.000 a 550.000
espécies de plantas catalogadas, apenas um pequeno percentual foi investigado
fitoquimicamente. Além disto, a fracdo submetida a investigacbes farmacoldgicas ou
bioldgicas € ainda menor. Dados revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas
quanto ao seu potencial medicinal ou quimico (SIMOES et al., 1999).

Assim, a investigacao fitoquimica e a avaliacdo biol6gica sdo de grande importancia,
pois o isolamento de principios ativos e a modificacdo quimica destes pode resultar em
descobertas de novos produtos com aplicacéo terapéutica. Outro aspecto a ser considerado € ¢
fato de que o estudo fitoquimico pode contribuir para a classificacdo das plantas em funcao de
seus constituintes quimicos fornecendo subsidio para estudos de quimiotaxonomia.

Em funcdo dos aspectos discutidos acima, e visto a gama da diversidade de espécies
vegetais ainda ndo estudadas fitoquimicamente presentes na regido centro-oeste, nos
propusemos ao estudo do potencial quimico de plantas presentes em Dourados-MS. Das
varias familias presentes nesta regido, destaca-se a Rubiaceae, por sua ampla distribuicéo €
pelo numero de géneros e espécies ocorrentes ainda nédo estudadas. Em fungéo disto, do us
medicinal popular e da atividade farmacoldgica apresentada por muitas espécies desta familia,
além da importancia das substancias presentes, nos interessamos pelo estudo de espécies d
Rubiaceae.

A Rubiaceae compreende espécies arbéreas e arbustivas, que ocorrem em florestas
tropicais (BURGER & TAYLOR, 1987). Possui distribuicdo cosmopolita, incluindo

aproximadamente 550 géneros e 9.000 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de 130 géneros e



1.500 espécies, ocorrendo em quase todas as formagdes naturais (SOUZA & LOZENZI,
2005).

Segundo Robbrecht (1988), Rubiaceae pode ser dividida em quatro subfamilias:
Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae Artirheoideae As espécies pertencentes a
subfamilia Rubioideae estéo distribuidas em 15 tribos, dentre as quais a maior € Psychotrieae,
com 50 géneros, sendo que alguns deles apresentam delimitacéo incerta e controversa, Como €
0 caso ddP’sychotriae Palicoureadevido a sua complexidade taxondmica e a dificuldade de
delimitacdo de suas fronteiras (LIBOT et 4087).

Visando ampliar os estudos quimicos e biologicos de espécies da familia Rubiaceae
presentes na regido de Dourados, desenvolvemos neste trabalho o estudo de espécies dc

géneroPsychotria



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Psychotria

O géneroPsychotria apresenta aproximadamente 2.000 espécies, sendo 0 maior
género da tribo Psychotrieae da familia Rubiaceae, bem como das espécies lenhosas
(DAVIS et al., 2001). De acordo com Nepokroeff (1999) sdo arbustivos, embora arvores,
ervas, lianas e epifitas sejam também conhecidas.

Na medicina popular espécies Egychotriasdo empregadas no tratamento de varias
doencas, tais como: diarréia e parasitas intestinais, viral, infeccdes bacterianas, hipertenséao,
disfungdes cardiovasculares, disturbio mental e disturbios alimentares (LOCHER et al.,1995;
NEPOKROEFF et al., 1999; MCGAW et al., 2000; KUO et al., 2001; CABALLERO et al.,
2001).

Em relacdo aos estudos fitoquimicos, destaca-se pela presenca de alcaloides,
principalmente alcaloides inddlicos. Alcaléides sdo importantes exemplos de metabdlitos
secundéarios que deram origem a varios farmacos, como a morfina, isolada em 1806 com
potente atividade hipnoanalgésica (FARIAS, 2008). A classe de alcaloides predominante no
géneraPsychotriatem como origem o amino acido triptofano, sendo na sua maior parte, indol
nao-iridoidicos (ndo-monoterpénicos), com destaque no grupo dos triptaminicos (N, N-
dimetiltriptamina, N-metiltriptamina), polinddlicos ou derivados metiltriptaminicos
(RIBEIRO, 2010).

De P. ipecacuanhalestaca-se os alcalbéides cefaleina com atividade antimaléarica e
antileishmania e emetina com atividade expectorante, amebicida e propriedades de indugéo ao
vomito (Figura 1) (MUHAMMAD et al., 2003).

Cefaleina Emetina

Figura 1. Alcaloides ativos isolados d&sychotria ipecacuanha

De P. carthagenensiprepara-se uma bebida alucinégena, conhecida popularmente

como ‘“Ayahusasca” no Peru, “Yagé” na Colémbia e no Brasil como “Caapi”, “Santo Daime”



ou simplesmente “Daime”, que possui derivados P—carbolina como tetraidro-harmina,

harmalina, harmina e N, N-dimetiltriptamina (Figura 2) (SANTOS et al., 2007).

H3C Ha.C
I i
N h
CH3 . H CHj
Harmalina
Tetraidro-harmina
%
N
“CH;
|
r
H N, N-dimetiltriptamina

Harmina

Figura 2: Alcaloides presentes na ‘“bebida alucinégena” ayahuasca de Psychotria
carthagenensis.

O alcaloide, acido estrictosidinico (Figura 3) isolado das folhaR. aeyrianthafoi
capaz de inibir a enzima acetilcolinasterase e promover alteragbes nos sistemas
dopaminérgico e serotonérgico de ratos tratados pelas vias intracerebral e intraperitoneal,
demonstrando potencial atividade central (FARIAS et al., 2012).

Acido estrictosidinico

Figura 3: Estrutura quimica do alcaloide isoladoRiychotria myriantha.



O extrato das folhas de. suterellaMull. Arg. ndo apresentou atividade analségica
devido a alta toxicidade das fracOes alcaloidal, destacando os alcaloides lialosideo,
strictosamida e naucletina (Figura 4) (SANTOS et al., 2001).

Hcog

Lialosideo

Strictosamida 3
H
| OGlu

Figura 4: Alcaloides indolicos d@sychotria suterella

As folhas dePsychotria umbellatasdo acumuladoras do alcaléide monoterpeno
psicolatina (Figura 5), conhecido anteriormente como umbellatina (KERBER et al., 2008),
com atividade analgésica, ansiolitica, antidepressiva, e efeitos amnésicos e sedativos em
doses mais elevadas (BOTH et al., 2005). Tanto psicolatina como o extrato metanBlico de
umbellata apresentaram propriedades antioxidantes e antimutagénic&a@haromyces
cerevisagFRAGOSO et al., 2008).

Psicolatina

COOCH,

Figura 5: Alcaloide extraido das folhas &sychotia umbellata

Uma pesquisa etnofarmacolégica mostrou que remédios caseiros preparados com
flores, frutos e raizes d& colorata(Willd. ex R. & S.) Muell. Arg. sdo usados por caboclos
amazoénicos como analgésicos (ELISABETS&val, 1995).



2.2.Psychotria carthagenensis Jacq.

P. carthagenensislacq. (Figura 6) é encontrada nas Américas da Costa Rica a
Argentina e no Brasil, ocorrendo do Para ao Rio Grande do Sul (DELPRETE et al., 2005). E
conhecida popularmente como “carne-de-vaca”,“cafeeiro-do-mato” ou “maria-mole” ¢ é um
dos componentes da bebida alucindgena ‘“ayahuasca”, originalmente usado pelos povos da
Floresta Amazbnica, A propriedade alucindgena foi atribuida a presenca do alcaloide
dimetiltriptamina encontrado na espécie (FARIAS et al., 2006)

Segundo The List Plant (www.theplantlist.ory P. carthagenensisapresenta as
seguintas sinomimiasviapouria albaf. intermedia Chodat & HassMapouria albavar.
tristis (Mull. Arg.), Mapouria alba var. tristis (Mull.Arg.) Chodat & HasslMapouria
australis Mull. Arg. Mapouria catharinensisMull. Arg. Mapouria crassaMull. Arg,
Mapouria (DC) LemeéMapouria fockeangdMiq) Bremek,Mapouria martianaMull. Arg.,
Mapouria robenianaMull. Arg. Uragoga carthagenensi@lacq.) KuntzelJragoga australis

(Mull.Arg.) Kuntze eUragoga compaginatéMull.Arg.) Kuntze, entre outros.

Figura 6: Foto ilustrativa désychotria carthagenens{fPEREIRA, Z. V., 2010)

Trabalhos fitoquimicos das folhas d® carthagenensiddemonstrou quantidades
relevantes de N, N dimetiltriptamina e 2-metil-1, 2, 3, 4-tetralfidearbolina (Figura 7),
exibindo potente atividade no sistema nervoso central (RIVIER & LINDGREN, 1972).



N.N dimetiltriotamina 2-metil-1,2,3,4-tetrahidrofi-carbolina

Figura 7: Compostos quimicos d&sychotria carthagenesis.

2.3 Psychotria leiocarpa Cham. & Schlecht

P. leiocarpaCham. & Schlecht (Figura 8), conhecida popularmente como pimenteira, € um
arbusto podendo chegar a 2 m de altura, nativa da Argentina, Paraguai e Brasil rautegido
do estado do Rio Grande do Sul (LONGHI et al.,1999).

P. leiocarpatem como sinomimias em sua nomenclatura cdPsgchotria leiocarpa
Cham. & Schltdl. Psychotria leiocarpaf. angustifolia Chodat & Hassl. Psychotria var.
constricta (Mull.Arg.) Chodat Hasg$Psychotria leiocarpavar. elliptica Mull. Arg.Psychotria
leiocarpa var.extracarpa ChamPsychotria leicarpavar. extratropica Cham & Schitdl

(www.theplantlist.org).

Figura 8: Foto ilustrativa dé’>sychotria leiocarpa

(http://lwww.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open sp.php?img=42a6esso em 15/06/2013.



http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=4225

O estudo fitoquimico do extrato etandlico das folhasPddeiocarparevelou o
alcaloide indolico glicosilado, N, B-glucopiranosil vincosamida (Figura 9), com teores de 2,5
de seu peso seco (HENRIQUES et al., 2004).

N, B-glucopiranosil vincosamida

Figura 9: Alcaloide inddlico glicosilado isolado das folhasRigychotria leiocarpa.

Foi verificado que o extrato das folhas Rleleiocarpapossui compostos fitotoxicos
com efeito inibitério sobre as seguintes espétiesativa L., Mimosa bimucronatBC.,
Chorisia speciosa(CORREA et al., 2008)0 extrato etandlico das folhd®. leiocarpa
produziu uma atividade analgésica ndo especifica na cauda teste de filme (ELISABETSKY et
al., 1995).

2.4. Atividade Antioxidante e Compostos Fendlicos

Atualmente, uma quantidade substancial de evidencias tem indicado o papel chave dos
radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e o
surgimento de doencas degenerativas associadas, como céancer, doencas cardiovasculares
catarata, declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais (ALVES et al., 2®1fdincao
dos possiveis problemas provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas
tem-se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante (SOUSA
et al., 2007).

A oxidacdo é um processo essencial aos organismos aerobios e ao nosso metabolismo,
sendo os radicais livres produzidos naturalmente, como conseqiéncia desse processo de
oxidacdo, ou por alguma disfuncdo biologica. Nestes radicais, o elétron desemparelhado

encontra-se no atomo de oxigénio ou nitrogénio, sendo, portanto, estes radicais classificados



como espécies reativas do oxigénio (ERO) ou espécies reativas do nitrogénio (ERN)
(BARREIROS et al., 2006). Assim, os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar 0os
radicais livres antes que ataguem nos alvos bioldgicos das células. Os radicais formados a
partir de antioxidantes néo séo reativos para propagar a reacao em cadeia, sendo neutralizados
por reacado com outro radical, formando produtos estaveis ou captados por outro antioxidante.

Os antioxidantes podem ser definidos como sintéticos ou naturais. Dentro dos
chamados naturais enquadra-se em dois grandes grupos 0S enzimaticos e ndo enzimaticos
(Figura 10. Dentre as diversas classes de antioxidantes de ocorréncia natural, o0s compostos
fendlicos tém recebido grande atencdo, como fendis simples, acidos fenodlicos (derivados de
acido benzéico e cinamico), cumarinas, flavonoides e outros (RATNAM et al., 2006). Os
compostos fenodlicos sédo definidos como substancias que possuem um anel aromatico com um
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. (SOARES et al., 2008).
Por suas propriedades redutoras e estruturas quimicas, as substancias fendlicas tém
capacidade de sequestrar radicais livres, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacdo do processo oxidativo, sendo os intermediarios formados relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aroméatico das estruturas.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar as atividades
antioxidantesn vitro, de maneira a permitir uma rapida selecao de substancias e/ou misturas
potencialmente interessantes, na prevencado de doencas cronico-degenerativas (ALVES et al.,
2010). Dentre estes métodos destaca-se o sistema oedagio do B-caroteno/acido
linoléico, o método de sequestro de radicais livres (DPPH), peroxil-ORAC e ABTS.
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Figura 10: Classificagdo dos antioxidantes. Adaptado de RATMAN et al., 2006.

S&o encontrados em cereais, frutas e vegetais e tém sido demonstrados através de
estudos clinicos e epidemioldgicos que populacdes que fazem alto consumo de tais alimentos
apresentam baixa e significativa reducéo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas
(YAMAGUCHI et al., 1998. Além da promocao de saude eles tém um papel importante nas
industrias alimenticias para evitar o processo de oxidagdo lipidica em 21 alimentos
responsavel pelo aroma e a formacdo de compostos indesejaveis podendo substituir
antioxidantes sintéticos (BRAND-WILLIANS et al., 1995). Estudos indicam que o acido
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ascorbico pode prevenir mutacbes em DNA de humanos, uma vez que altas concentracfes do
acido reduzem mutacbes causadas por estresse oxidativo em células humeitras
(LUTSENKO et al., 2002).
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo Geral

» Avaliagdo antioxidante e determinagdo de polifendis totais (PT), flavondides
totais (FT) e taninos condensados (TC) Bsychotria carthagenensis

Psychotria leiocarpa.

3.2. Objetivos Especificos

» Determinacdo dos teores de polifendis totais pelo reagente de Folin-
Ciocalteu's;

» Quantificacéo de flavonodides utilizando cloreto de aluminio;

» Quantificacdo de taninos condensados pelo reagente acidificado de vanilina,

» Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de descoramento do radical
livre DPPH (difenil-picril-hidrazil) e pelanétodo de branqueamento do -

caroteno/ acido linoleico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtengéo e identificagdo do material botanico

Folhas dePsychotria carthagenensizacge Psychotria leiocarp&ham. & Schlecht
foram coletadas na Fazenda Coqueiro, Dourados/MS. As plantas foram identificadas pela
Dra. Zefa Valdevina Pereira- FCBA-UFGD.

4.2. Secagem do material vegetal e preparacao do extrato metanolico

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante 8C4bTecnal 394/3) e
posteriormente triturado em moinho de facas (Marconi/MA-340/A). Em seguida, as amostras
foram submetidas a extracdo por maceracdo com metanol por 10 dias e posteriormente
filtrados e concentrados em rotaevaporador sob presséao reduzida, para obtencdo do extrato

metanolico.

4.3. Teor de polifendis totaigPT)

A concentracdo de fendis totais da amostra (0,01 g de extrato das follas de
carthagenensis e P. leiocarpam 10 mL de metanol HPLC) foi determinada pelo método
Folin-Ciocalteu’s (SINGLENTON & ROSSI, 1965). Para 0s testes, a cada 100 pL de amostra
adicionou-se 1,5 mL de solu¢do aquosa de carbonato de sédio 2%, 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteau (1:10 v/v) e 1 mL de agua destilada. Reagiu-se por 30 minutos. A leitura foi
realizada no espectrofotometro a 760 nm. O mesmo procedimento foi empregado na analise
do controle, sendo substituidos 100 pL de amostra por 100 pL de metanol (DJERIDANE et
al., 2006). Para calcular a concentracdo de fendis foi preparada uma curva analitica (2, 5, 10,
20, 40, 60 e 80 pg) empregando o acido galico como padréo e as respectivas absorbancias
foram registradas. O procedimento experimental realizado com o padrdo foi 0 mesmo
utilizado para as amostras. Com estes dados foi feita a regresséo linear e obtida alaquagéo
reta, a qual teve seus dados empregados no calculo das amostras reais. Todos os testes forar

realizados em triplicata.
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Figura 11: Curva de calibracdo para obtencédo da equacao da reta empregando acido galico

para determinacao de fendis totais.

4.4. Teor de flavondides totais (FT)

Para o teste de flavondides, a cada 500 pL das amostras (0,01 g de extrato das folhas
deP. carthagenensig P. leiocarpaem 10 mL de metanol HPLC) adicionaram-se 1,50 mL de
alcool etilico 95%, 0,10 mL de cloreto de aluminio 10% (4l6H,0), 0,10 mL de acetato de
sédio (NaGH30,.3H,0) (1 mol/L) e 2,80 mL de &agua destilada. Deixou-se reagir a
temperatura ambiente por 40 minutos. Fez-se a leitura no espectrofotémetro a 415 nm. O
mesmo procedimento foi empregado na analise do branco (LIN & TANG, 2007). Para
calcular a concentracdo de flavondides foi preparada uma curva analitica (2,5; 5,0; 10,0; 20,0;
25,0; 50,0; 100,0 e 150,0 ng) empregando a quercetina como padrdo e as respectivas
absorbancias foram registradas. Com estes dados foi feita a regresséo linear e adlaquacéao

reta foi obtida, a qual teve seus dados empregados no calculo das amostras reais.

Flavondides
v=1092x+ 0,067

R*=0,992

16
14 »

12 /

08
0,6

04
0,2 /

Absorbincia

o 0,05 0,1 0,15

Massa de quercetina (mg)

Figura 12: Curva de calibracdo para obtencao da equacao da reta empregando quercetina para

determinacao de flavondides totais.
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4.5.Taninos condensados (TC)

As concentracfes de taninos condensados foram determinadas por uma verséo
modificada do método desenvolvido por BROADHURST & JONES (1978), adaptado por
Agostini-Costa (1999). Foram pesados 100 mg das amostras e solubilizadas em 10 mL de
metanol HPLC, em seguida 1 mL desta solucao foi misturado a 5 mL de reagente de vanilina
em tubos de ensaio com tampas de rosca. Em seguida os tubos de ensaio foram mantidos err
banho-maria a 3C por 20 minutos. A leitura foi realizada em triplicata, no
espectrofotdmetro a 510 nm. A catequina foi utilizada como padréo, nas concentracdes de 2,5
a 40 uL, para céalculo da curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em mg/g de

extrato.

Taninos Condesados

ad ¥=10,0082x+0,0016
e R®=0,9964

o A
| e

Absorbancia
o
'Y
]

Massa de Catequina (mg)

Figura 13: Curva de calibracdo para obtencédo da equacdo da reta empregando catequina para

determinacao taninos condensados.

4.6. Atividade sequestradora de radicais livres - DPPH

A capacidade de sequestrar radicais livres dos extratos foi determinada método de
descoramento do radical livre DPPH- (difenil-picril-hidra@d). OIS, 1958),utilizando como
controle positivo o BHT. Aliguotas de 1 mL da amostra (2,0 mg de extrato das folhas de P.
carthagenensis e P. leiocarpa solubilizado com 10 mL de metanol HPLC) foram adicionadas a
2 mL da solucédo de DPPH 0,004% e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. A
leitura da absorbancia da amostra foi realizada em espectrofotbmetro a 517 nm. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata. A porcentagem de inibicdo (% I) foi calculada pela
formula: % | = (A — A)/Ag) X 100. Onde A é a absorbancia do DPPH (controle) & A

absorbancia da amostra mais DPPH.

4.7. Teste de branqueamento dp-caroteno/ 4cido linoleico
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O método de branqueamento do B-caroteno/ &cido linoleico (KAUR KAPOOR,
2002) foi realizado para determinacdo da atividade antioxidante utilizando como controle
positivo o BHT. A solugdo de B-caroteno foi preparada a partic @mg de B-Caroteno
solubilizado em 10 mL de cloroférmio. Em seguida pipetou-se 1 mL desta solu¢cdo em um
baldo de ebulicdo rotativo contendo 20 mg de &cido linoleico e 200 mg de Tween 40.
Procedeu-se a evaporacédo do cloroférmio. Adicionou-se 50 mL de agua destilada lentamente
e depois agitou-se vigorosamente para formar emulsdo. Transferiu-se 5 mL da emulséo para
um tubo de ensaio contendo 0,2 mL da amostra do extrato. Para o controle utilizou-se metanol
HPLC da amostra. Os tubos de ensaio foram colocados em banho-mafig & 56
monitorada a oxidacdo da emulséo para posterior leitura em espectrofotémetro a 470 nm, em
intervalos de 15 minutos até que a cor do B-caroteno na amostra controle tivesse desaparecido
(195 minutos). Todos os testes foram realizados em duplicatiividade antioxidante (AA)
foi calculada como percentual de inibig&o relativa ao controle com a seguinte equagao: AA =
[1- (Ai-A)/ (Ai-A't)] x 100, em que Ai é a absorbanala amostra no tempo zero; At é a
absorbancia da amostra apés a incubacéo (105 min) a 50°C; Ai é a absorbancia do controle no

tempo zero; A't € a absorbancia do controle ap6s incubacéo (105 min) a 50°C.

4.8. Perfil Fitoquimico

A presenca de outras classes de metabdlitos secundarios foi determinada utilizando os
extratos metandlicos previamente preparados, utilizando métodos de separagdo por
cromatografia em camada delgada (CCD). Os alcaloides pelo reagente de Dragendorff, que ao
entrar em contato com as substancias alcaloidais formam halos alaranjados (FALKENBERG
et al., 2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Avaliacéo da atividade antioxidante
A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada através de dois métodos
diferentes: sequestro de radicais livres pBIBPH e descoramento do p-caroteno. Os
resultados da avaliacdo da atividade antioxidante (Tabela 1) mostraram que pelo teste de
sequestro de radicais livres do DPPH, o extrato metandli¢d darthagenensifi o mais

ativo com valores de Kgde 3.0 pg/mL, quando comparado ao antioxidante padrdo BHT.

Tabela 1. Atividade antioxidante DPPH (K e sistema B-Caroteno AA%) dos

extratos metanolicos das espécie®dgchotria

Extrato metandlico ICs0 Sistema B-Caroteno
(Hg/mL) (%)
P. carthagenensis 3.0 38.5
P. leiocarpa 15.2 82.1
BHT 16.8 91.2

Este método baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para
um radical livre, o DPPHe, que ao se reduzir perde sua coloracdo purpura. Avalia apenas o
poder redutor do antioxidante, que ao doar um elétron se oxida e passa a coloracdo amarela, €
por este motivo ndo detecta substancias pré-oxidantes (Figura 11) (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995). O radical estavel 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 é expresso através de um baixo indice dg Iibis quanto menor a concentragcao
utilizada do extrato para inibir a oxidacao pelo radical em 50%, melhor atividade antioxidante
(BRAND-WILLIANS et al., 1995).
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Figura 14. Descoloracéo do radical livre DPPH.

O método de oxidacdo dicaroteno/ 4cido linoléico avalia a atividade de inibicdo de
radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoléico. Sendo o método
fundamentado em medidas espectrofométricas da descoloragdo (oxidagdo) do B-caroteno
induzida pelos produtos de descoloracéo oxidativa do acido linoléico (MARCO, 1968).

O segundo método, sisterfiacaroteno/acido linoleico, demonstrou dgeeleiocarpa
apresentou significativa atividade antioxidante com 82,1% (TabgldNd sistema -
caroteno/acido linoléico a atividade de uma amostra ou composto em proteger um substrato
lipidico, é representada pela oxidag¢do do B-caroteno, e € determinada por meio da atividade
de inibicao de radicais livres gerados durante a peroxidacéo do acido linoleico. E baseado na
inibicdo da reagdo de audaidagdo do f-caroteno, a qual € provocada pela adi¢cdo de acido
linoleico e aeracdo do meio, levando a formacdo do agente oxidante radicalar. A reacédo é
acompanhada por espectrofotometria no visivel em A= 470 nm. Nesse método, o acido
linoléico libera um radical livre que reage com o B-caroteno, levando-o a perder o seu
cromoforo e sua coloracdo laranja original, com diminuicdo da absorbancia. Substancias
antioxidantes impedem essa reacéo por reagirem com o radical livre (ALVES et al., 2010).

Exenplificando a importancia dentro de um sistema biologico: o [-caroteno atua
inibindo o processo de oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) que constitui um
fator crucial para o desenvolvimento da aterosclerose. Devido a sua estrutura, atuam
protegendo as estruturas lipidicas da oxidacdo ou por sequestro de radicais livres gerados no
processo fotoxidativo (MORAES et al., 2006).

5.2. Teor de constituintes

Tem sido sugerido que o contetdo de constituintes polifenélicos presentes em amostras
vegetais pode estar correlacionado com a atividade antioxidante (VALIOGLU et al.,A998).
Tabela 2 mostra o teor de polifendlicos totais (PT), flavonoides totais (FT) e taninos

condensados (TC) dos extratos avaliados obtidos pelos calculos da curva de cakbracéo.
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leiocarpaapresentou alto valor de TC (304,68 mg/g de amostra) e de flavonoides totais (83.0
mg de quercetina/ g de amostra). O contetido de polifendis totais em ambas as espécies nao
foi representativo. Porém outros trabalhos também ndo demonstram essa correlacédo direta
com o conteudo de polifendis e atividade antioxidante (ZIELINSKI & KOZLOWSKA, 2000).

Tabela 2.Polifendis totais (PT), flavonoides totais (FT) e taninos condensados (TC) dos extratos

metandlicos d®sychotria carthagenensis e Psychotria leiocarpa

Constituintes

(mg/g de amostra)

Amostra PT FT TC
P. carthagenensis 5.44 23.50 89.43
P. leiocarpa 3.79 83.00 304.68

A composi¢do quimica e a estrutura dos componentes sdo fatores importantes que
influenciam na eficacia do antioxidante natural. Acredita-se que o que contribui
marcadamente para a habilidade dos flavondides € o numero de hidroxilas fendlicas, a
presenca do sistenwaito dihidroxilagdo do anel B, uma ligacdo dupla C2- C3 conjugada com
a funcéo 4-oxo no anel C ou de um grupo hidroxila no C-3, como anteriormente representado
na Figura 10 (BURDA & OLESZEK, 2001).

Osresultados demonstram que possivelmente existam outras substancias presentes nas
amostras que também sejam potentes antioxidantes. O levantamento bibliogréfico realizado,
demonstrou a presenca de alcaléides nas espécies avaliadas, logo realizou-sélisena a
qualitativa por cromatografia para verificar a presenca ou auséncia deste metabdlito
secundario (Figura 12) nas espécies estudadas e dos triterpenos e esterdides. Verificou-se que
P. leiocarpaapresentou reacdo positiva para a presencga de alcaldides, pela presenca de halo
alaranjado com; 10.85 mm. Ensaios por CCD demonstraram em ambos extratos a presenca de

triterpenos e esteroides quando submetidos aos reveladores apropriados.
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Psychotria leiocarpa Psychotria carthagenensis

Figura 15: Andlise qualitativa por CCD do extrato metandlico Rigychotria leiocarpae

Psychotria carthagenensimra alcaldides

Este dado reforca a investigacdo antioxidante dos alcalbides present€® em
leiocarpa Ensaios de atividade antioxidante, dentre eles sequestradora de radical livre
ABTS" realizados com alcaldideg-carbolinicos encontrados em frutas e seus sucos,
demonstraram atividade mais forte que a do acido ascérbico, sugerindo que esta classe de

compostos podem agir como antioxidantes quando absorvidos e acumulados no corpo
(HERRAIZ & GALISTEO, 2003.
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6. CONCLUSAO

O extrato metanolico desychotria carthagenensis e Psychotria leiocaapaesentou
atividade antioxidante frente os métodos avaliaBoarthagenensifoi a mais ativa pelo
método de DPPH com valt€sode 3.0 pg/mle P. leiocarpacom 82,1% frente ao método
B-Caroteno/acido linoleico.

Em relacdo ao teor dos constituintes|eiocarpaapresentou alto conteudo de taninos
condensados (304.68 mg/g) e baixos valores de fendis e flavor®Bidesthagenensiado
apresentou valores considerados representativos dessas classes de compostos.

Alcaloides foram evidenciados apenas no extrato metandlieoldeocarpa

7. CONSIDERAC()ES FINAIS

Dar continuidade ao estudo fitoquimico, visando a extracdo e isolamento dos
principais constituintes quimicos presentes nos extratos avaliados, para evidenciar 0s
possiveis metabdlitos responsaveis pela atividade observada de ambas as espécies frente ac

método de DPPH e d®Caroteno/acido linoleico.
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