ELABORACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO E AVALIAGAO DA ATIVIDADE INIBITORIA
SOBRE A ENZIMA TIROSINASE DA ESPECIE VEGETAL PSYCHOTRIA
NUDA (RUBIACEAE).

Keila Cristine Barbosa Silva Sardinha' & Marcia Cristina Campos de Oliveira 2.

1.Bolsista PIBIT, Discente do Curso de Quimica, ICE/ UFRRJ; 2. Professora do
DEQUIM/ICE/UFRRJ.

Introducéo

A enzima tirosinase, também conhecida como fenoloxidase, € amplamente distribuida em
plantas, microorganismos e animais (SEO et al., 2003), sendo considerada uma enzima
essencial para a biossintese de melanina, a qual é responsavel pelo processo de melanizagao
em animais e plantas (WU et al., 2015). Nos mamiferos, ela esta envolvida na transformacao
da L-tirosina para dopaquinona, que ocorre através de duas etapas: hidroxilagdo da L-tirosina,
para L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), seguido da oxidacao deste ultimo para orfo-quinona
(dopaquinona). A dopaquinona sera transformada posteriormente através de varias reacoes
para produzir a melanina (SILVERIO; CASTRO; MIRANDA, 2013), pigmento responsavel nao
apenas em definir importantes caracteristicas fenotipicas humanas, como cor dos olhos, cabelo
e pele, mas também na fotoprotegéo devido a sua capacidade de absorver radiagao ultravioleta
(VIDEIRA; MOURA; MAGINA, 2013).0 objetivo desse trabalho foi analisar a capacidade
inibitéria do extrato hidroalcodlico de Psychotria nuda frente a enzima tirosinase.

Metodologia

A metodologia de pesquisa utilizada para o ensaio enzimatico consiste em adicionar uma
amostra em diferentes concentragdes a uma solugéo contendo L-DOPA (0,17 mmol L", EDTA
(0,022 mmol L), enzima tirosinase (50-100 unidades) e PBS (50 mmol L™, pH 8), cujo volume
usado completa o volume total necessario para o teste, 1,5 mL. As solugbes preparadas e uma
amostra em branco, onde o inibidor ndo é adicionado, séo lidas em espectrofotdmetro de UV-
VIS no comprimento de onda de 475 nm. S&o feitas duas leituras: uma no T,, ou seja, no
momento da adi¢do da enzima a solugao; e uma em T3, 30 minutos apds a adigdo da enzima,
que é o tempo necessario para medir a absorcao referente da formacgao de dopaquinona.

As absorvancias obtidas foram convertidas em porcentagem de inibi¢cao (% inib) através da
seguinte férmula:

% inib = {[(Bao - Bo) - (Amso - Amo)] / (B30 - Bo)} x 100

onde Bo, Bs, Amo, Amgrepresentam respectivamente: absorvancia do branco em Ty,
absorvancia do branco em T3, absorvancia da amostra em T, e absorvancia da amostra em
T30.

O material estudado foi a espécie Psychotria nuda, a qual foi coletada na Mata
Atlantica sendo separados folhas e caules que foram triturados em liquidificador caseiro (120g)
e submetidos a maceracao em sistema de solvente MeOH:H20 (20%). O extrato macerado foi
concentrado em rotavapor, obtendo 10,0 g do extrato bruto seco. Submetemos 5,0 g deste
extrato a particdo liquido-liquido com MeOH:H,O e solventes organicos. As fragdes
foram concentradas pelo processo de destilagdo a pressao reduzida obtendo as fragdes em
cloroférmio (16,8 g), acetato (2,5 g) e aquosa (4,3 g).



Resultados e discussao

O extrato hidrometandlico de Psychotria nuda foi testado com enzima tirosinase na
concentracdo de 1mg/mL e inibiu 44% da capacidade oxidante da enzima. As fragdes
cloroférmio, acetato de etila e aquosa, obtidas apds a partigdo liquido-liquido, também foram
testadas sobre a enzima tirosinase. Os resultados estao dispostos na tabela 1.

Tabela 1: % inibicdo das fragdes obtidas por particdo liquido-liquido do extrato
hidrometandlico de Psychotria nuda.

Fragdo (concentragao) % inibicao
Cloroférmio (1mg/mL) 17
Acetato (2mg/mL) 40
Aquosa (2mg/mL) 80

Como a fragdo aquosa apresentou maior porcentagem de inibigao, foi fracionada em
coluna cromatografica de fase normal, obtendo treze fragbes. Todas foram secas e pesadas e
as que forneceram maior quantidade em massa, passaram por um “screen” no teste frente a
enzima tirosinase. As amostras testadas foram: 2 AcOEt:EtOH 60% (PNFAq 6); 3 e 5
AcOEt:EtOH 60% (PNFAq 7); 4 AcOEt:EtOH 60% (PNFAq 8); 6 AcOEt:EtOH 60% (PNFAq 9);
7-11 AcOEt:EtOH 60% e 1-8 AcOEt:EtOH 70% (PNFAg 10) e 9-10 AcOEt:EtOH 70% (PNFAq
11).

A amostra que apresentou melhor desempenho inibitério foi a PNFAQ 9, que inibiu 70%
na concentragdo maxima de 1 mg/mL e sua porcentagem de inibicdo na menor concentragéao
testada (0,16mg/mL) foi de 48%. Esta fragdo deve ser melhor estudada pois deve conter
metabolomas responsaveis por sua capacidade inibitéria sobre a enzima tirosinase.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, a espécie vegetal Psychotria nuda se mostrou
promissora para estudos de atividade antioxidante, sendo necessario outros estudos para
identificar possiveis utilizacdes da mesma.
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