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Resumo: A Caatinga apresenta uma vasta heterogeneidade de espécies vegetais, muitas destas espécies sdo
plantas endémicas e adaptadas as condicfes de estresse ambiental. Estudos realizados recentemente indicam
algumas plantas da Caatinga como fontes promissoras de biomoléculas de interesse, incluindo compostos
com atividade antimicrobiana, antioxidante e anticoagulante. Pityrocarpa moniliformes é uma espécie
endémica da caatinga pouco explorada em relagdo a seu potencial farmacoldgico, mas estudos recentes
revelaram um potencial bioldgico significativo. Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade antioxidante de extratos organicos das folhas de Pityrocarpa moniliformis, frente a métodos de
analise in vitro. A espécie Pityrocarpa moniliformis foi coletada no Parque Nacional do Catimbau
(Pernambuco-Brasil), uma exsicata da espécie foi encaminhada para o Herbéario do Instituto Agronémico de
Pernambuco. Suas folhas foram submetidas a secagem na estufa de circulacdo de ar forgado (40-45°C),
durante trés dias, posteriormente foram trituradas em moinho. Apoés a trituracdo o material foi submetido a
extracdo em extrator automatico ASE 350 Dionex, utilizando o solvente ciclohexano, acetato de etila e
metanol. Para avaliagcdo do potencial antioxidante, os extratos foram submetidos aos ensaios de sequestro dos
radicais DPPH e ABTS. Nos ensaios de captura dos radicais DPPH e ABTS, 0s extratos metandlicos
(37,67Tug/mL e 2852ug/mL, respectivamente) apresentaram o melhor 1Cso quando comparados
respectivamente com os extratos de hexano (111,6pg/mL e 5206,0pg/mL) e acetato de etila (67,24pg/mLe
797,8ug/mL). Os resultados obtidos mostram que o0s extratos das folhas P. moniliformis apresentam elevada
capacidade antioxidante de acordo ensaios in vitro avaliados.
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Introducéo

Considera-se antioxidante bioldgico qualquer composto, que quando presente em
concentracdo mais reduzida € capaz de retardar ou prevenir a oxidacdo do substrato quando
comparado ao substrato oxidavel. O papel dos antioxidantes estd associado a: diminuicdo do
estresse oxidativo, alteracdes de DNA, transformagdes malignas, entre outras medidas de dano
celular (GODIC et al., 2014).

Quanto a sua classificacdo, podem distinguir-se a partir de dois mecanismos de acgéo:
primarios e secundarios. Os antioxidantes priméarios funcionam como doadores de prétons e evitam

0 processo de iniciagdo ocasionado pelos radicais livres, transformando-os em produtos com maior
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estabilidade termodindmica. Enquanto que, os antioxidantes secundarios agem no bloqueio da
reacdo em cadeia por meio da captacdo de intermediarios reativos, tais como: radicais peroxila e
alcooxila (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Isto é, as substancias que possuem potencial antioxidante podem agir em diversos niveis
frente & protecdo dos organismos. Atuam como mecanismo de defesa contra os radicais livres
evitando sua formacao, especialmente pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre e
sdo favoraveis na interceptacao de radicais livres provenientes do metabolismo celular ou por fontes
exogenas, impedindo acdo sobre os lipideos, aminoacidos das proteinas, dupla ligacdo dos acidos
graxos poli-insaturados e bases do DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os antioxidantes disponiveis incluem também os sintéticos como o Butil-Hidroxianisol
(BHA) e o Butil-Hidrotolueno (BHT), amplamente utilizados pela industria de alimentos e 0s
naturais, substancias bioativas, como os compostos organossulfurados, fendlicos e terpenos,
constituintes de varios alimentos. Vale salientar que, os antioxidantes naturais sdo originados
majoritariamente de plantas sob forma de compostos fenolicos, &cido ascorbico e carotenoides
(KITTS, 1994; REDDY et al., 2012).

Os extratos vegetais apresentam substdncias em sua composicdo reconhecidas
principalmente por sua fungéo antioxidante, em especial os flavonoides e taninos, que séo fonte de
radicais hidroxilas, capazes de reagir com as Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN) e, desse modo, sdo potenciais agentes terapéuticos frente ao
tratamento de algumas doengas por prevenir ou retardar significativamente os processos oxidativos
(OLIVEIRA et al, 2009; VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

Diante desse contexto, a Pityrocarpa moniliformis vém ganhando destaque trata-se de uma
planta arbdérea do Nordeste do Brasil, que ocorre de forma disjunta em florestas secas da regido de
Sucre (Venezuela), é conhecida popularmente como Catanduva. A P. moniliformis é uma espécie
considerada pouco explorada e estudos ligeiramente recentes ressaltam seu potencial antioxidante e
antimicrobiano (DA SILVA et al., 2011; DA SILVA et al., 2013).

Pesquisas com extrato de P. moniliformis fortaleceram o seu potencial antioxidante,
revelando que sua atividade frente a inibicdo dos efeitos de oxidagdo estd provavelmente associada
com a presenca de compostos fenolicos e flavonoides (ALVES et al., 2014; SILVA et. al., 2010).

Sabendo-se que h& um crescente interesse da comunidade cientifica em desenvolver
substancias antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais como as plantas, uma das

técnicas atualmente mais utilizada para detectar a capacidade antioxidante de compostos, sdo 0s
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métodos baseados na eliminagédo dos radicais livres estaveis 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe) e
2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico (ABTSe"), estes métodos possuem diversas
vantagens, tais como: boa estabilidade na auséncia da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade
(SCHERER; GODQY, 2009; DENG; CHENG; YANG, 2011).

Desse modo, o objetivo do presente estudo, foi avaliar a atividade antioxidante de extratos

vegetais através dos métodos de sequestro de radicais livres DPPHe ¢ ABTSe".

Metodologia

A coleta das folhas de P. moniliformis foi realizada no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique, Pernambuco, uma exsicata da espécie foi encaminhada para Herbario IPA (Instituto
Agronémico de Pernambuco), para identificacdo. Para as extracfes, as folhas foram submetidas a
secagem na estufa de circulacdo de ar forcado (40-45°C), durante trés dias, posteriormente foram
trituradas em moinho. Apds a trituracdo o material foi pesado e submetido a extracdo em extrator
automéatico ASE 350 Dionex, utilizando o solvente ciclohexano, metanol e acetato de etila, sob
temperatura de 40°C durante 15 minutos sob pressdo de 1500 psi e fluxo de solvente de SmL/min.
Apos a extracdo o material obtido foi filtrado, e deixado a temperatura ambiente para obtencéo de
uma secagem completa dos solventes, ap0s esse processo foram armazenados em vidro @mbar sob
temperatura ambiente.

Para o0 ensaio antioxidante utilizando o método DPPHe, verificou-se a atividade
sequestradora de radicais livres dos extratos, medida em termos de doacdo de hidrogénio onde se
utilizou o radical estavel 2,2-difenil1-picrilhidrazil (DPPHe) (BLOIS, 1958). Foi misturada 0,25mL
da solucdo de DPPHe (1mM) em 0,04 mL de diferentes concentracbes dos extratos metandlico,
hexanico e acetato de etila (31,25; 62,5; 125; 500 e 1000ug/mL). Ap6s 25 minutos foi medida a
absorbancia em 517nm. Acido Géalico, BHT (Hidroxitolueno Butilado) e Trolox (analogo da
vitamina E, solivel em agua) foram utilizados como compostos de referéncia e o controle foi o
DPPH adicionado a 0,04mL de metanol (solvente utilizado para diluir as amostras). A eliminagéo
de radicais de DPPHe foi calculada pela formula: SRL [DPPHe] (%) = [(Aa — Ac) / Ac] x 100.
Onde: Aa = Absorbancia da amostra e Ac = Absorbancia do controle.

O método do ABTSe" (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) foi realizado
com base em RE, et al. (1999) adaptado. Uma solucéo estoque do radical ABTSe" foi preparada por
dissoludo de 7nM de ABTSe* com 2,45mM de persulfato de potassio, e reservada durante16 horas
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antes do uso. A solugdo de trabalho foi preparada por diluigdo da solugdo de estoque em etanol até
obtecdo da absorbancia de 0,700 + 0.02nm. 0,01mL dos extratos na concentracdo de 1mg/mL foram
adicionados a 1mL da solucdo de trabalho e analisados ap06s 6 minutos da reacdo em
espectrofotdmetro a 734nm. Foi utilizado trolox em diferentes concentragdes (0 — 2000puM) para
comparagdo da atividade e obetencdo da curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC), onde obteve-se a equacdo da curva de
calibracdo do Trolox (Y = -0,0003x — 0,6367, R?= 0,9886) e em porcentagem de inibi¢cdo onde foi
calculada através da equagdo Inibicdo do ABTSe™ (%) = [(Ac — Aa) / Ac] x 100. Onde: Ac =
Absorbancia do controle e Aa = Absorbancia da amostra.

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram organizados em média

+ DP. As anélises estatisticas e o 1Cso foram calculadas pelo GraphPad Prism 5.0.

Resultados e Discussao

As atividades de eliminacdo de radicais DPPH e ABTS dos extratos das folhas de P.
moniliformis estdo expressos na Tabela 1. Na atividade de eliminagdo de radicais DPPH foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os extratos avaliados. O extrato metandlico
obteve melhor atividade com Concentracdo Inibitéria Maxima (ICso) de 37,67ug/mL, em relagdo
aos extratos hexanico e acetato de etila que apresentaram ICso de 111,6ug/mL e 67,24ug/mL,
respectivamente (Tabela 1). O acido galico, BHT e Trolox, com valores de ICso de 0,0011, 26,24 e

50,01 ug/mL, respectivamente, foram utilizados como controle positivo.

Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos organicos obtidos das folhas de P. moniliformis.

Extratos DPPH ABTS
(1Cs0 em pg/mL) ** (1Cs0 em pg/mL) **
Hexanico 1116 5206
99.29-1254 2587 - 10475
Acetato de etila 67,24 7918
60.77 - 74.40 662.8 - 960.3
Metanolico 37,67 285,2
33.94 - 41.80 239.0 — 340.5
Acido Galico oooilee
1.364x10° - 0.09973
BHT 26,24 1366,0
23.27 - 29.58 1098.0 — 1700.0
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Trolox 50,01 250,8
45.62 - 54.82 228.9 - 274.7

**0s resultados sdo expressos como media + Intervalo de confianca.

Conforme mostrado na Figura 1, observou-se que os valores de % de inibicdo, testados na
concentracdo de 1000 ug/mL, foram maiores para o extrato metandlico (96,05%), comparados com
0 extrato hexanico (89,66%) e o extrato de acetato de etila (92,45%). Os resultados obtidos

mostraram que o tipo de solvente utilizado influenciou na atividade antioxidante.

Figura 1. Ensaio de atividade antioxidante pelo método de inibi¢do do radical DPPH dos extratos

organicos obtidos das folhas de P. moniliformis.

Inibig&o dos radicais livres dos extratos organicos
das folhas de P. moniliformis

100~
—3
80- -o— Extrato Hexanico
-®- Extrato de Acetato de Etila
S 607 Extrato Metan6lico
= -4 Acido Gélico
[75) 40'
- Trolox
20- - BHT
0 L] L] L] L] 1
0 200 400 600 800 1000

Concentragdo (ng/mL)

* SRL- Sequestro de radicais livres

Esta elevada atividade antioxidante dos extratos organicos obtidos de P. moniliformis pode
estar relacionada aos compostos fendlicos presentes na planta, que apresentam capacidade de
eliminacdo dos radicais livres e doacdo de atomos de hidrogénio ou elétrons (DA SILVA et al.,
2011). A estrutura dos compostos fendlicos é uma determinante chave da sua eliminacgéo de radical
e atividade quelante de metais. A posi¢do e o nimero do grupo hidroxila dos compostos fendlicos e
flavonoides determinam a capacidade das moléculas para doar um elétron e estabilizar os radicais
livres (AYALA-ZAVALA, et al.,, 2012; ALIBOUDHAR; TIGRINE-KORDJANI, 2014). Do
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mesmo modo, a atividade antioxidante dos compostos fendlicos tem sido relacionada
principalmente por sua propriedade redox que permite-os atuarem como agentes redutores,
doadores de hidrogénio e neutralizadores de oxigénio (RICE-EVANS, 1995).

O ensaio ABTS é semelhante ao método de DPPH, onde ambos trabalham com a reducéo
dos radicais presentes, porém o radical ABTS é formado no inicio da analise, ao contrario do DPPH
que ja é adquirido na sua forma radicalar. Salienta-se que, a principal diferenca entre os dois
radicais, € devido ao radical DPPH ser solGvel em solventes organicos, enquanto o ABTS € soltvel
tanto em agua como em solventes organicos, permitindo a analise das amostras tanto a nivel
hidrofilico como lipofilico (RUFINO et al., 2007; Dl et al., 2017; WANG, et al., 2017).

Conforme mostrado na Tabela 1, os extratos de P. moniliformes apresentaram efeitos
significativos na capacidade de eliminacdo do radical ABTS, exibindo o melhor resultado de ICso
para 0 extrato metandlico (285,2ug/mL), este valor se aproximou bastante do padrdo Trolox
(antioxidante sintético, analogo a vitamina E) ja conhecido na literatura por apresentar relevante
atividade antioxidante. Mediante a figura 2, pode-se observar que mais uma vez o extrato
metandlico exibiu melhor atividade, com porcentagem de inibicdo de 96,61% na concentracdo de

1000 pg/mL, quando comparado aos extratos hexanico (36,78%) e acetato de etila (54,24%).

Figura 2- Ensaio de atividade antioxidante pelo método inibicdo do radical ABTS dos extratos

organicos obtidos das folhas de P. moniliformes.
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Sendo assim, os dados obtidos demonstram elevada atividade antioxidante dos extratos de P.
moniliformes, de modo que, 0s compostos com maior atividade sdo extraidos através da utilizacéo

do metanol como solvente.

Conclusoes

Os extratos metanolicos de P. moniliformis analisados apresentaram atividade antioxidante,
por meio dos métodos in vitro de sequestro de radicais livres (DPPHe ¢ ABTSe"), revelando
melhores resultados quando extraidos com metanol. Tendo em vista, os dados analisados, esta
planta oferece importante capacidade farmacoldgica levando em considera¢do a eliminacdo de
radicais livres, além disso, € uma espécie que possui biomoléculas com potencial atividade

antioxidante.
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