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Atividades biolégicas de espécies amazdnicas de Rubiaceae
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RESUMO: Rubiaceae é uma familia botanica com grande potencial quimico e biolégico Neste
trabalho realizou-se a prospeccao fitoquimica e avaliou-se as atividades citotéxica, antioxidante
e antifungica dos extratos diclorometanicos e metandlicos das folhas de Duroia saccifera,
Ferdinandusa goudotiana, F. hirsuta, F. paraensis, Ferdinandusa sp., Palicourea corymbifera e
P. guianensis. A avaliagéo da citotoxicidade foi realizada empregando-se o ensaio de toxicidade
sobre Artemia salina. A atividade antifungica foi determinada pelo método de difusdo em agar
utilizando-se os fungos: Epidermophyton floccosum, Microsporum canis 32905, M. gipseum
29/00, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/03, T. rubrum ATCC 28189, T. tonsurans
21/97, Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum, Fusarium U. 662/06, Scytalidium
U. 661/06, Candida albicans ATCC 3632 e C. albicans U. 5/99. A atividade antioxidante foi
determinada através dos ensaios de reducao do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH)
e de descoloracéo do céation radical acido-6-sulfénico-2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina (ABTS).
Para o ensaio de toxicidade sobre A. salina observou-se maior toxicidade no extrato metandlico
de F. goudotiana, que se mostrou téxico até a concentragdo de 5 ug mL-'. A presenca de principios
antifungicos foi observada em F. hirsuta e F. paraensis contra quatro dos fungos testados. Na
avaliagao da atividade antioxidante os extratos metandlicos mostraram maior atividade que os
extratos diclorometanicos, sendo coincidente o resultado obtido através de ambos os métodos
(reducdo do DPPH e descoloragcado do ABTS). Os resultados criam possibilidades para futuras
investigacdes relacionadas a estrutura e atividade dos componentes de cada extrato ativo.

Palavras-chave: Artemia salina, Antioxidante, Antifungica, Duroia, Palicourea.

ABSTRACT: Biological activities of Amazonian species of Rubiaceae. Rubiaceae is a plant
family with great chemical and biological potential. In this work a phytochemical prospection
was performed and it was assessed the cytotoxic, antioxidant and antifungal activities of
dichloromethanic and methanolic extracts of the leaves of Duroia saccifera, Ferdinandusa
goudotiana, F. hirsuta, F. paraensis, Ferdinandusa sp., Palicourea corymbifera and P. guianensis.
The cytotoxicity evaluation was carried out using the test toxicity on Artemia salina. The antifungal
activity was determined by agar diffusion method using fungi: Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis 32905, M. gipseum 29/00, Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/03, T.
rubrum ATCC 28189, T. tonsurans 21/97 , Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum,
Fusarium U. 662/06, Scytalidium U. 661/06, Candida albicans ATCC 3632 and C. albicans U.
5/99. The antioxidant activity was determined by testing the amount of free radical 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) and the discoloration of the radical cation 6-sulfonic acid-2 ,2-azinobis-
3-ethylbenzothiazoline (ABTS). For the toxicity test on A. salina greater toxicity in the methanol
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extract of F. goudotiana was observed, which proved to be toxic up to a concentration of 5 ug
mL-'. The presence of antifungal principles was observed in the F. hirsuta and F. paraensis against
four tested fungi. In the evaluation of the antioxidant activity, the methanol extracts showed
greater activity than the dichloromethanic ones, being similar the obtained result through both
methods (reduction of DDPH and ABTS decolorization) . The results create possibilities for
future researches related to the structure and activity of the components of each active extract.

Keywords: Brine shrimp, Antioxidant , Antifungic, Duroia, Palicourea.

INTRODUGAO

A Amazoénia é possuidora de uma imensa
biodiversidade bem pouco explorada, neste contexto
destaca-se a familia Rubiaceae Juss., conhecida por
sua importancia medicinal, econdmica e ornamental,
além da potencialidade téxica de algumas de
suas espécies (Ribeiro et al., 1999), que tém sido
estudadas ao longo dos anos (Souza et al., 2013;
Vieira et al., 2001), mais especificamente suas
espécies amazodnicas (Valente et al. 2009; Cardoso
etal. 2008; Martins et al., 2013). Devido a importancia
dessa familia resolveu-se investigar o potencial de
trés diferentes géneros: Duroia L. f., Ferdinandusa
Pohl e Palicourea Aubl. As espécies selecionadas
foram Duroia saccifera (Mart. ex Roem. & Schult.)
Hook. F. ex Schum., Ferdinandusa goudotiana K.
Schum., F. hirsuta Standl., F. paraensis Ducke,
Ferdinandusa sp., Palicourea corymbifera (Mull.
Arg.) Standl. e P. guianensis Aubl. Destas, apenas P.
corymbifera e P. guianensis apresentam registro de
estudo na literatura consultada, sendo utilizadas no
tratamento de tosses persistentes, e como vermifuga,
respectivamente, e nao apresentaram letalidade
sobre Artemia franciscana (Quignard et al., 2003).
Também foi encontrado que extratos liofilizados de P,
corymbifera ndo mostraram toxicidade para ratos de
laboratodrio (Assis et al., 2006). As demais espécies
ndo apresentam registros de estudos quimico e/
ou biolégico na literatura consultada. Objetivou-se
com este trabalho realizar uma triagem de todos os
extratos sobre as atividades citotéxica sobre Artemia
salina, antioxidante e antifingica e ainda realizar a
prospeccgao fitoquimica dos mesmos. Os ensaios
biolégicos realizados levam em consideracdo a
simplicidade, a rapidez, a reprodutibilidade e o
baixo custo.

MATERIAL E METODOS
Plantas e Extratos
Os extratos diclometanicos e metandlicos
de Ferdinandusa goudotiana foram obtidos das
folhas coletadas na Reserva Particular do Patriménio
Natural Cachoeira da Onga, no municipio de
Presidente Figueiredo, na rodovia BR-174 (AM), este
material faz parte do levantamento da flora da RPPN
(Baze et al., 2003) e ndo possui exsicata depositada

em herbario. Os extratos diclorometénicos e
metandlicos das demais espécies foram preparados
a partir das folhas coletadas na Reserva Florestal
Adolfo Ducke, pertencente ao Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA), localizada 26 km
a NE de Manaus, na rodovia AM-010. As exsicatas
estédo depositadas no herbario do mesmo Instituto,
Duroia saccifera (222502), Ferdinandusa hirsuta
(222503), F. paraensis (222504), Ferdinandusa sp.
(222505), Palicourea corymbifera (222506) e P.
guianensis (222507).

Prospecc¢ao Fitoquimica

Cada extrato obtido foi submetido a
testes de prospeccao fitoquimica para verificar a
presencga das seguintes classes de compostos:
alcaldides, antocianidinas, antocianinas, antrandis,
auronas, catequina (taninos catéquicos), chalconas,
esterdides, fenois simples, flavonas, flavondis,
flavanonas, flavanondis, leucoantocianidinas,
quinonas, taninos condensados, taninos
hidrolisaveis, triterpendides e xantonas, conforme
os ensaios descritos por Mattos (1997).

Atividade Citotoxica sobre Artemia salina
Leach.

O bioensaio envolvendo Artemia salina
consiste em avaliar a exposi¢ao de um determinado
extrato ou composto frente a esse crustaceo.
Foram pesados 10 mg de cistos de Artemia salina
adquiridos no comércio local, os quais foram
adicionados em solugdo aquosa de sal marinho
sintético (38 g L), sob iluminagéo artificial com
lampada fluorescente e estado de saturacdo de
oxigénio conseguido com auxilio de uma bomba
de ar conectada ao béquer, este foi recoberto
com parafilme durante 48 h para a eclosédo das
larvas. Apds esse periodo, grupos de 10 larvas
foram transferidas para pogos de uma microplaca.
A sala onde foi realizado o teste foi mantida em
temperatura constante de 25 °C. Foram pesados
30 mg dos extratos diclorometanico e metandlico e
solubilizados em DMSO. A concentracao inicial foi de
30 mg mL-* (Meyer et al.,1982; Mongelli et al., 1996).
O efeito téxico dos extratos foi testado pelo método
de Meyer e colaboradores, 1982. Para cada extrato
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o teste foi realizado em triplicata numa concentragéao
de 1000 pg mL-. A atividade foi determinada pela
porcentagem de mortalidade observada apos 24
h de incubagao. Os extratos que se mostraram
mais ativos foram avaliados em concentragoes
menores para a obtengéo da CL,,. O ensaio contou
com dois grupos controle, sendo um constituido
da solugéo salina (larvas + solugao salina) e outro
com o solvente (larvas + solvente), nas mesmas
concentragdes dos extratos. A analise dos dados
finais foi feita pelo método Probit (Finney, 1962) e
os resultados expressos como Concentragao Letal
Média (CL,;), ou seja, a concentragéo que dizima
metade de uma populagao.

Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada
qualitativamente através da borrifagdo da placa
cromatografica, eluida e seca, com uma solugao
0,2% de DPPH em MeOH. (Cuendet et al., 1997).

A avaliagado da atividade antioxidante
também foi realizada através de dois métodos
quantitativos medindo a capacidade de sequestro
(CS) de radicais com DPPH+ e com ABTS*. Os
resultados obtidos foram expressos em equivaléncia
com o acido ascorbico, termo este adotado para
expressar a razao da concentragao da amostra pela
concentragao de acido ascoérbico. A concentragao
equivalente de acido ascorbico foi obtida pela
interpolagdo dos dados de variagéao de absorbancia
e concentragao de acido ascoérbico na curva dose-
resposta para cada método. Estes dois termos sao
distintos e o significado do termo “equivaléncia com
0 acido ascorbico” permite correlacionar a resposta
obtida do extrato vegetal com a do antioxidante
padrdo e quanto mais proximo de 1,0, mais
semelhante é a capacidade antioxidante da amostra
ao acido ascorbico (Carvalho, 2006).

Atividade Antioxidante - Preparagao da
Curva Dose-Resposta do Acido Ascérbico
Pesaram-se 10 mg de acido ascorbico e em
seguida diluiu-se em 25 mL de metanol grau P.A.
(para o ensaio com DPPH) e em 25 mL de agua
deionizada (para o ensaio com ABTS) resultando
na solugéo de concentragao de 400 pg mL-.
O procedimento consistiu na adigao de
1000 pL do radical DPPH (para o ensaio com DPPH),
ou 1000 pL do cation radical ABTS (para o ensaio
com ABTS) em microtubos Eppendorf e em seguida
adicionou-se 99 (1° tubo); 97 (2° tubo); 96 (3°tubo);
95 (4°tubo); 90 (5°tubo); 86 (6°tubo) e 82 (7°tubo) uL
de MeOH grau P.A. e completou-se com 1 (1° tubo);
3 (2° tubo); 4 (3° tubo); 5 (4° tubo); 10 (5° tubo); 14
(6° tubo) e 18 (7° tubo) uL de acido ascorbico. O
preparo do branco consistiu em 1000 uL do radical
DPPH (para o ensaio com DPPH) ou 1000 uL do

cation radical ABTS (para o ensaio com ABTS),
com 100 uL de MeOH grau P.A. A absorbancia foi
medida no espectrofotdmetro (FEMTO 800 XI) em
517 nm apds 20 minutos de reagao para o ensaio
com DPPH, e em 734 nm apds 6 minutos de reacéo
para o ensaio com ABTS (Figura 1).

A curva dose-resposta obtida, expressa a
concentragao final de acido ascérbico em ug mL- e
a variagdo de absorbancia (AABS).

Avaliagao da Atividade Antioxidante

A solugao de DPPH foi preparada
dissolvendo-se 3,0 mg do reagente em 100 mL de
MeOH grau P.A.

O cation radical ABTS foi produzido por
meio quimico através da reagdo da solugdo de
ABTS 3,64 mM (solugao aquosa) e persulfato de
potassio a 5 mM na razdo estequiométrica de 1:0,5.
Asolucédo de ABTS foi armazenada em frasco &mbar
e mantida em temperatura ambiente. Apos 16 horas,
a solucéo de ABTS foi diluida com metanol para uma
absorbancia em torno de 1,0.

A reacao do teste amostra foi iniciada pela
adigdo de 1000 uL da solugédo de DPPH (para o
ensaio com DPPH) ou 1000 uL da solugdo de ABTS
(para o ensaio com ABTS), 12 uL de MeOH e 88
uL de amostra (0,5 mg/mL). O preparo do branco
consistiu em 1012 uL de MeOH grau P.A. com 88
uL da amostra, enquanto o preparo do controle
consistiu em 1100 uL da solugdo de DPPH ou
solucdo de ABTS. As leituras foram realizadas em
dois tempos de reagdo com 20 minutos em 517 nm
(para o ensaio com DPPH), e com 6 minutos em
734 nm (para o ensaio com ABTS), (Figura 1), no
espectrofotdmetro (FEMTO 800 XI), e a variagéo
de absorbancia (AABS) foi obtida pela seguinte
equagao:

A ABS = ABS controle — (ABS amostra -
ABS branco)

Onde: ABS controle= absorbancia obtida
do controle; ABS amostra= absorbancia obtida
da amostra; ABS branco = absorbancia obtida do
branco.

Atividade Antifangica

Foram usadas cepas da colegao de fungos
de interesse médico da Coordenacgao de Pesquisas
em Ciéncias da Saude do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia. Os extratos foram testados
para a verificacao de atividade inibitoria contra os
fungos filamentosos dermatofiticos Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis 32905, M. gipseum
29/00, Trichophyton mentagrophytes ATCC
9533/03, T. rubrum ATCC 28189 e T. tonsurans
21/97, os fungos filamentosos ndo dermatofiticos
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Preparagao da Curva de Calibragao

Branco

\l/ 1012 yL de
MeOH +
88 uL de
Amostra*®

A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (FEMTO 800 XI) em 517 nm apds 20 minutos de reagao,
e o acido ascérbico diluido em MeOH grau P.A., para o ensaio com DPPH. Para o ensaio com ABTS a
absorbancia foi medida em 734 nm apdés 6 minutos de reagéo e o acido ascorbico diluido em agua deionizada.

MeOH (grau P.A.) 100 yL 99 uL 97 uL 96 uL 95 uL 90 yuL 86 uL 82 uL
Acido ascérbico (400 pg mL-) 1L 3 uL 4 uL 5uL 10 L 14 uL 18 uL
DPPH 1000 HL
ou ABTS 3 4 5 6 7

Avaliagao da Atividade

Controle Amostra*
\L 1100 pL de \L 1000 pL de DPPH
DPPH ou ouABTS + 12 uL
ABTS de MeOH + 88 L

de Amostra*

FIGURA 1. Ensaio de redugao do radical livre DPPH e descoloracéo do cation radical ABTS.

Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum,
Fusarium U. 662/06 e Scytalidium U. 661/06 e
leveduriformes Candida albicans ATCC 3632 e C.
albicans U. 5/99.

Atividade Antifungica - Preparacao do
Inéculo Fungico
As cepas fungicas foram sub-cultivadas
em meio de Sabouraud com extrato de levedura a
29 °C. Apds o pleno desenvolvimento das colbnias
foi retirada uma parte da colénia e transferida
para tubo de ensaio adicionando-se 2 mL de agua
destilada, obtendo-se assim, a suspenséao fungica
segundo as recomendacdes do National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, M38-P).
A concentracao dessa suspenséo foi ajustada em
espectrofotdbmetro a 530 nm, com transmitancia
de 65 a 70, correspondendo a 10¢ UFC mL~
(Fernandez-Torrez et al., 2001; Pujol et al., 2002).

Avaliacdo da Atividade Antifungica pelo
Método de Difusdo por Cavidade Placa
A metodologia aplicada foi aquela que utiliza
a difusédo por cavidade-placa (Método de Kirby-
Bauer), recomendado internacionalmente para a
determinacgado da sensibilidade, através da difusdo
em agar (Grove & Randall, 1955). Esse método é
utilizado para a determinagao da atividade inibitéria
dos diferentes agentes antifungicos (extratos).
Utilizou-se meio de agar Sabouraud sélido em
placas de Petri, ja com o inoculo fungico, nas
quais escavaram-se pogos onde foram inoculados
os extratos vegetais a 29 °C, por 10 dias, quando

se procedeu a leitura dos halos de inibicdo. Os
extratos foram testados na concentragédo de 0,1
mg pL, os solventes utilizados foram o DMSO
(dimetilssulfoxido) para os extratos hidrofobicos e
agua destilada para os extratos hidrofilicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospeccao Fitoquimica

Na Tabela 1 sao apresentados os resultados
da prospecgao fitoquimica dos extratos analisados, de
acordo com 0s ensaios descritos por Mattos (1997).
Observou-se que os extratos diclorometanicos e
metandlicos apresentaram praticamente a mesma
classe de substancias (alcaloides, esteroides, fenois
simples, flavanonas e flavanondis), apresentando
maior intensidade no extrato metandlico, exceto
para Ferdinandusa hirsuta e Palicourea corymbifera.
Observou-se ainda a presencga de triterpendides
nos extratos metandlico de Duroia saccifera e
Ferdinandusa sp., e também leucoantocianidinas no
extrato diclorometanico de Palicourea corymbifera.
A presenga de alcaldides em todos os extratos
condiz com a quimiossistematica da familia
Rubiaceae, antraquinonas nao foram encontradas,
e nao foram realizados testes para iridoides, outros
marcadores quimiotaxondmicos dessa familia
segundo Bolzani et al. (2001). E importante ressaltar
que esses sao ensaios preliminares e que indicam a
possibilidade ou ndo de se encontrar determinadas
classes de substancias nessas espécies, sendo
necessario estudos quimicos posteriores para
melhor compreensao das mesmas.
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TABELA 1. Resultado da prospecgao fitoquimica dos extratos brutos obtidos das folhas das diferentes espécies.

Classe de

EDDs EMDs EDFg EMFg EDFh EMFh EDFp EMFp EDFsp. EMFsp. EDPc EMPc EDPg EMPg

Substancias

Alcaldides + ++ ++ +++ +
Antocianidinas - - - - -
Antocianinas - - - - -
Antrandis - - - - -
Auronas - - - - -
Catequina - - - - -
Chalconas - - - - -
Esterdides S - ++ ++ ++
Fenois simples ++ ++ ++ ++
Flavonas - - - - -
Flavonois - - - - -

+++ ++ +++ ++

Flavanonas ++

+4++ ++ +4++ ++

Flavanonais ++
Leucoantocianidina - - - - -
Quinonas - - S + -
Taninos condensados - - - - -
Taninos hidrolisaveis - - - - -

Triterpenoides - ++ - - -

Xantonas - - - - -

++

+++

+ ++ + ++ + ++ + ++
- ++ +++ - +H+ o+ +++ +++
+++ +++ +++ - - - -
++ +++ +++ +++ - - ++ ++
++ +++ +++ +++ - - ++ ++
- - - - + - - -
- + ++ - S - - -

Convencgao: Forte: +++ Médio: ++ Fraco: + Suspeito: S Ausente: -

Atividade Citotoxica sobre Artemia salina
Leach.

Na avaliacdo de extratos vegetais por
Artemia salina, resultados de CL,, menores que
1000 pg mL-* sdo considerados bioativos (Meyer et
al., 1982). Considerou-se baixa toxicidade quando
a concentragdo letal (CL,,) foi superior a 500 ug
mL-; moderada para CL,, entre 100 a 500 yg mL-' e
muito tdxico quando a CL,, foi inferior 100 pg mL-.
A familia Rubiaceae é conhecida por apresentar
plantas que contém substancias toxicas de diversas
estruturas. Os resultados obtidos indicam que o
género Ferdinandusa mostra grande potencial de
toxicidade (Tabela 2). Comparando-se os valores
de CL,,, podemos observar um grande potencial de
toxicidade no extrato metandlico de F. goudotiana,
que mostrou-se toxico até uma concentragao de 5
Mg mL-1, seguido do extrato metandlico de F. hirsuta
(CL,,=67,91 ug mL-). Os extratos diclorometanicos
de F. goudotiana (CL,, = 376,11 ug mL-"), F. hirsuta
(CL,, = 174,17 yg mL") e F. paraensis (CL,, =
158,61 pg mL-") apresentaram atividade moderada.
O extrato metandlico de F. paraensis apresentou

baixa atividade , enquanto que os extratos de D.
saccifera, Ferdinandusa SP, Palicourea corymbifera
e P. guianensis nao apresentaram toxicidade na
concentragao testada.

Uma vez que o ensaio de citotoxicidade
sobre Artemia salina € o primeiro ensaio na busca
de substancias com atividade antitumoral (Siqueira
etal., 2001), esses extratos deverao ser submetidos
a outros ensaios antitumorais para avaliar o seu
potencial. Assim como deverdo ser avaliados
em ensaios pré-clinicos em animais a fim de
determinar a sua toxicidade. Os resultados obtidos
para as espécies de Palicourea estdo de acordo
com Quignard e colaboradores, 2003, aonde foi
constatado que essas mesmas espécies nao eram
téxicas para Artemia franciscana.

O potencial téxico observado no extratos
de Ferdinandusa goudotiana, F. hirsuta e F.
paraensis mostram a importancia de estudos
quimicos posteriores para este género, uma vez
que este estudo é o primeiro registrado na literatura
consultada, até o presente momento para espécies
deste género.
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Espécie Extrato* CL,,(ng mL-)
DCM
D. saccifera > 1000
MeOH
DCM 376,11 + 2,51
Ferdinandusa goudotiana
MeOH <5
DCM 174,17 £ 2,26
F. hirsuta
MeOH 67,91 £ 1,81
DCM 158,61 + 2,22
F. paraensis
MeOH 879,04 £ 2,96
DCM
Ferdinandusa sp. > 1000
MeOH
DCM
Palicourea corymbifera > 1000
MeOH
DCM
P. guianensis > 1000
MeOH

* Legenda: DCM = extrato diclorometanico; MeOH = extrato metandlico.

Atividade Antioxidante - Ensaio Qualitativo

O sistema de eluicao utilizado foi
diclorometano/metanol na proporc¢ao 9:1 para os
extratos diclometanicos, e diclorometano/metanol
na propor¢ao 85:15 para os extratos metandlicos
de Duroia saccifera (Ds), Ferdinandusa goudotiana
(Fg), F. hirsuta (Fh), Ferdinandusa sp. (Fsp),
Palicourea corymbifera (Pc) e P. guianensis (Pg).
Apés a borrifacdo das placas cromatograficas,
previamente eluidas e secas, com a solugao 0,2%
de DPPH em MeOH (de coloragao purpura), o
surgimento de bandas amarelas (Figura 2), mostra
o potencial antioxidante dos extratos vegetais. Os
extratos metandlicos mostraram bandas com forte
intensidade da coloragdo amarela, com destaque
para banda em Fg com Rf = 0,46 que apresentou
maior intensidade. Os extratos diclorometénicos
apresentaram coloragdo bem menos intensa, um
indicativo de fraca atividade, esses resultados
apresentaram boa correlagdo com os resultados da
prospeccao fitoquimica ja apresentada na Tabela
1 que indica a presenga dos flavanoides em maior
quantidade nos extratos metandlicos, e pode-se
inferir que a atividade antioxidante apresentada
esta relacionada a esta classe de substancias ja
reconhecida por suas propriedades antioxidantes
(Zuanazzi & Montanha, 2003). As intensidades
variadas para os diversos extratos sugerem que
as espécies possuem diferentes caracteristicas
quimicas e que os componentes mais polares

presentes nos extratos metandlicos contribuiram
para o aumento da atividade. Antioxidantes de
variados extratos vegetais ndo atuam do mesmo
modo e podem ser efetivos contra diferentes radicais
livres (Choi et al., 2002).

Atividade Antioxidante - Ensaios
Quantitativos
Os ensaios foram realizados no mesmo dia
para diminuir as possibilidades de interferéncias
nas condigbes de analise. As amostras foram
preparadas a partir da solubilizacdo dos extratos
na concentragdo de 0,4 mg mL-* em metanol P.A.
O mecanismo de acédo dos dois ensaios
é baseado no sequestro de radicais livres e ao
adicionar o provavel antioxidante contido no
extrato vegetal ocorre perda do radical cromégeno
evidenciado através da reducao de absorbancia em
determinado comprimento de onda. As diminuigdes
foram correlacionadas em uma curva dose-resposta
de um antioxidante padrao (Figura 3), o qual neste
presente trabalho foi o acido ascorbico, que é
um antioxidante enddégeno e apresenta atividade
bioldgica. Foi considerado o antioxidante de
referéncia deste método por expressar nao somente
dados comparativos e sim uma equivaléncia com
antioxidante de atuacdo no organismo. Logo,
os resultados sao expressos comparativamente
com a equivaléncia ao acido ascoérbico e os que
aproximarem de 1,0 sdo considerados potentes
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Placas cromatograficas apds eluigdo

DCM

MeOH

Ds Fg Fh Fp Fsp Pc Pg

Rf0,46

Placas cromatograficas apds borrifagao com DPPH

Ds Fg Fh Fp Fsp Pc Pg

FIGURA 2. Avaliagao qualitativa da atividade antioxidante dos extratos.

antioxidantes (Carvalho, 2006).

Os resultados para os ensaios de redugao
do radical livre DPPH e de descoloragao do cation
radical ABTS estdo mostrados na Tabela 3.

Assim como no ensaio qualitativo, os
extratos metandlicos mostraram-se mais eficientes
em sequestrar os radicais livres DPPH e ABTS.
Observou-se boa correlagdo entre os resultados
obtidos para os dois ensaios, de redugcédo do DPPH
e o de descoloracao do cation radical ABTS.

A atividade antioxidante desses extratos
vegetais deve-se provavelmente a presencga
entre seus constituintes quimicos de substancias
antioxidantes como os flavonéides, do mesmo modo
pode-se sugerir que a atividade esta relacionada
ao efeito sinérgico das diferentes substancias. As
espécies estudadas sdo promissoras para maiores
investigacOes posteriores sobre suas propriedades
antioxidantes e possibilidades de aplicagbes, como
por exemplo, a prevencédo do estresse oxidativo
no organismo humano causado por espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio (ERO ou ERN)
provenientes do meio ambiente ou gerada pelo
préprio organismo, ou até mesmo para produgao de

antioxidantes alimenticios naturais em substituicao
aos sintéticos, o que é um a forte tendéncia, visto
que as pesquisas tém demonstrado a possibilidade
dos sintéticos apresentarem algum efeito téxico
(Barreiros et al., 2006; Ramalho & Jorge, 2006).

Atividade Antifingica

Atividade antifungica e antibacteriana tém
sido relatada na literatura para extratos de espécies
de Rubiaceae (Agripino et al., 2004; Locher et al.,
1995),

Os resultados dessa avaliagdo indicaram
a presenga de principios antifingicos nas espécies
F. hirsuta e F. paraensis (Tabela 4), contra
quatro dos fungos testados: Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis 32905, Trichophyton
mentagrophytesATCC 9533/03 e T. rubrumATCC
28189. O extrato diclorometanico de F. hirsuta
apresentou os melhores resultados, pois mostrou-
se ativo contra esses quatro fungos, seguido
pelo extrato diclorometénico de F. paraensis ativo
contra trés fungos, s6 ndo contra Epidermophyton
floccosum. Os extratos metandlicos mostraram-
se menos ativos, o de F. hirsuta foi ativo contra
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1,000 y=0,1408x - 0,0503

1 R2=0.9865
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FIGURA 3. Curvas dose-resposta do antioxidante padréo, o acido ascorbico.

TABELA 3. Resultados da avaliagdo antioxidante nos extratos vegetais para os ensaios de redugdo do DPPH
e para o ensaio de descoloragéo do cation radical ABTS.

Equivaléncia com o ac. ascorbico

Espécie Extrato DPPH ABTS
20 min 6 min

DCM 26,6 £0,3 19,2+0,4
D. saccifera

MeOH 7,3+0,1 6,7

DCM 26,9+0,2 12,5+ 0,1
Ferdinandusa goudotiana

MeOH 5,4+0,1 7,2

DCM 305+1,4 33,9+0,7
F. hirsuta

MeOH 6,0 +0,1 7,7

DCM 32,9+0,8 30,4 £41
F. paraensis

MeOH 5,6 7,9

DCM 57 7,70,
Ferdinandusa sp.

MeOH 53 8,6

DCM 28,9+0,4 124+ 0,1
Palicourea corymbifera

MeOH 20,2+0/1 7,2

DCM 27,7+0,2 12,6 £ 0,1
P. guianensis

MeOH 11,7 +£0,2 9,0

Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/03 e T.
rubrum ATCC 28189 e o de F. paraensis indicou
atividade somente contra T. rubrum ATCC 28189.
Os demais extratos ndo apresentaram atividade
para nenhum dos fungos testados, na concentracao
e condigbes avaliadas. A auséncia de atividade
de todos os extratos frente aos fungos néao
dermatofiticos (7 a 10) e leveduriformes (11 e 12)
denota, que esses outros fungos mostraram-se mais

resistentes que os dermatofiticos testados.

O diadmetro dos halos de inibigcao
correspondentes podem ser observados na figura.

Os resultados obtidos no estudo apontam
para o grande potencial de atividades biologicas
nas espécies de Ferdinandusa que apresentaram
bons resultados em todas as atividades avaliadas.
Conforme ja mencionado, as espécies estudadas
apresentam pouco ou nenhum relato para as
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TABELA 4. Atividade inibitéria dos extratos contra os fungos.

Fungos* (diametro do halo de inibigao em cm)

Extrato Filamentosos dermatofiticos

Filamentosos nao dermatofiticos Levedu-riformes

1 2 3 4

6 7 8 9 10 1 12

EDDs - - - -

EMDs - - - -

EDFg - - - -

EMFg - - - -

EDFh 1,8 1,5 - 1,4

0,8

EMFh - - - 0,8

0,7

EDFp - 1,7 - 1,5

1,0

EMFp - - - -

0,5

EDFsp. - - - -

EMFsp. - - - -

EDPc - - - -

EMPc - - - -

EDPg - - - -

EMPg - - - -

- : indica auséncia de atividade antifungica

*Fungos: 1. Epidermophyton floccosum; 2. Microsporum canis 32905; 3. M. gipseum 29/00; 4. Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533/03;
5. T. rubrum ATCC 28189; 6. T. tonsurans 21/97; 7. Cladosporium cladosporioides; 8. C. sphaerospermum; 9. Fusarium U. 662/06; 10.

Scytalidium U. 661/06; 11. Candida albicans ATCC 3632; 12. C. albicans U. 5/99.

atividades testadas, na literatura consultada.
Apesar de preliminares para uma comprovagao dos
potenciais antioxidantes, antifungicos e citotdxicos,
os resultados apresentam-se animadores e
criam possibilidades para futuras investigacbes
relacionadas a estrutura e atividade dos componentes
dos extratos com atividade.
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