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Resumo: O género Psychotria pertence a familia Rubiaceae, ordem Gentianales, compreende cerca
de 1800 espécies. A maioria das espécies sao de habito arbustivo, embora arvores, ervas, lianas e
epifitas, também, sdo conhecidas. Psychotria trichophora ocorre como erva ou subarbusto de 0,5-1,5
m de altura, nos biomas de Mata Atlantica, Cerrado, em matas de encosta e pluviais O presente trabalho
relata a avaliagdo da atividade antioxidante e quantificacao de fendis e flavonoides nas folhas de P.
Trichophora. As folhas secas e pulverizadas da planta foram submetidas a remaceragao com EtOH 96
%, obtendo o extrato bruto, que foi submetido a partigéo liquido-liquido, resultando nas fragées hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. Nos testes antioxidantes contra o radical livre DPPH o
extrato bruto e as fragdes acetato de etila e n-butanol mostraram forte atividade antioxidante, com CEsg
de 33,29 + 0,93, de 14,52 + 0,23 e 15,18 + 0,81 ug.mL™", respectivamente. A fragdo acetato de etila
apresentou alto teor de fendis totais com 479,78 + 8,47 mg EAT/g fragcao e de flavonoides totais foram
de 147,22 + 5,99 mg ER/g fragao.

Palavras-chave: Psychotria. Atividade antirradicalar. Fendis. Flavonoides.

‘ Introdugéo

O género Psychotria possui ampla distribuicdo em regides tropicais do mundo
e raramente em regides subtropicais, e estima-se que na América tropical estejam
presentes aproximadamente 550 espécies (DELPETRE, 2010). Esse género é
dividido nos subgéneros: Tetramerae (Hiern) R. Petit (espécies da Africa e
Madagascar), Psychotria L. (espécies pantropicais) e Heteropsychotria Steyerm
(espécies que ocorrem nas Américas, similares ao género neotropical, Palicourea)
(LOPES et al., 2004).

Na literatura existem varios trabalhos sobre o uso tradicional do género (raizes,

cascas, folhas e rizomas) para diversas finalidades, seja para rituais religiosos, quanto
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uso medicinal. A ayahuasca que € uma bebida alucindgena comumente utilizada na
Amazobnia, contém em sua composi¢ao duas espécies do género Psychotria, que sao
elas P viridis e P. carthagenensis (LEAL; ELISABETSKY, 1996). Ja a raiz de P.
colorata é utilizada pela populagédo amazonense no tratamento de dores abdominais
e de ouvido (VEROTTA et al., 1998), enquanto P. insularum é utilizada no tratamento
de cataratas, desordem abdominal e infecgbes (GERLACH et al., 2010).

Estudos fitoquimicos de espécies do subgénero Heteropsychotria que ocorrem
no Brasil mostram a predominancia de alcaloides do tipo indol B-carbolinico
monoterpénico. Enquanto no subgénero Psychotria predominam os alcaloides
polinddlicos (OLIVEIRA et al., 2013). Porém o estudo de algumas espécies chinesas
evidenciaram o acumulo de compostos fendlicos e ndo de alcaloides, como no caso
de P. hainanensis H. L. Li e P. serpens L. (NISHIBE, 2002). Assim, 0S compostos
fendlicos possam servir como marcadores quimicos de espécies de Psychotria
desprovidas de alcaloides, principalmente de espécies da regido da Asia-Pacifico
(TAN et al., 2012).

Esses resultados demonstram a importancia de espécies do género Psychotria,
amplamente distribuidos na regido do Cerrado/GO e evidenciam a importancia de

estudos quimicos e farmacoldgicos de espécies deste género pouco estudado.

‘ Material e Métodos

Coleta e identificagao do material botanico

O material botanico foi coletado em 18/04/2017, no Bosque Staint-Hilaire,

floresta semi-caducifolia, Campus Il, UFG, Goiania-GO.
Preparacao do extrato e obtencao das fragoes

As folhas foram dessecadas em estufa com ventilacdo forcada a 40 °C,
pulverizadas em moinho de facas com granulagao definida. O p6 obtido (190 g) foi
submetido a remaceragao com EtOH 96%. Apds a extragdo, a solugéo extrativa foi
concentrada em rotaevaporador sob pressido reduzida, obtendo-se o extrato bruto
etandlico (33,5 g). Parte do extrato (28 g) foi dissolvido em 200 mL de MeOH:H20 (7:3)
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e, em seguida, submetido a partigdes liquido-liquido com hexano, diclorometano,

acetato de etila e n-butanol.

Analise quantitativa da atividade antioxidante

Os testes antioxidantes foram realizados com o radical estavel, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) conforme metodologia adaptada de Oliveira e colaboradores
(2014).

Quantificagao de fendis totais

Construgcao da curva de calibragao: aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 6,0 mL da
solugdo de acido tanico (50 ug.mL-") foram transferidas para baldes volumétricos de
25,0 mL, contendo 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, agitou-se por 30 segundos,
adicionou-se 4,0 mL de Na2COs a 20 %, acertou-se o volume com H20 destilada.
Depois de 30 minutos, realizou-se a leitura em espectrofotometro UV-Vis em 750 nm.

A solugao-branco foi preparada colocando todos os reagentes menos o acido tanico.

Determinacgao de fendis totais nas amostras- aliquotas de 0,5 mL das solug¢des do
extrato bruto, Fr. n-butanol e Sf. 2, todas 1500 ug.mL-", diclorometano (3000 pug.mL")
e hidrometandlica (2000 ug.mL-"), foram transferida para balGes volumétricos de 25,0
mL, em seguida, adicionou-se 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, agitou-se por 30
segundos. Adicionou-se 4,0 mL de solugdo de Na2COs a 20 %, completou-se o volume
com H20 destilada.
Fracao acetato de etila: 15 mg solubilizado em MeOH foram transferidos para um
baldo de 10,0 mL. Completou-se o volume com MeOH. Transferiu-se 3,0 mL dessa
solugdo para um baldo de 5,0 mL. Desta solugao transferiu-se 0,5 mL para balédo
volumétrico de 25,0 mL, em seguida, adicionou-se 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu,
agitou-se por 30 segundos. Adicionou-se 4,0 mL de solugédo de Na:COs a 20 %,
completou-se o volume com H20 destilada.

Apds 30 minutos em repouso foram realizadas leituras das absorvancias em
espectrofotdmetro UV-Vis em 750 nm. A solugao-branco foi preparada com todos os

reagentes menos a amostra.
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O teor de fendis totais foi determinado por interpolacdo da absorvancia das

amostras contra uma curva de calibracdo construida com padrdes de acido tanico e

expressos como mg de EAT (equivalentes de acido tanico) por g de amostra.

Quantificacdo de flavonoides totais
Construcdo da curva de calibragao: aliquotas da solugédo de rutina (100 pg.mL™?)
foram transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL, contendo 1,0 mL da solucao
de cloreto de aluminio a 12 %, preparada em MeOH/H20 10 %. Em seguida,
completou-se o volume com MeOH/HAc 5%, resultando concentragdes de 5, 10, 20,
30, 40 e 50 pg.mL*. Apdés 30 minutos em repouso foram realizadas leituras em
espectrofotometro em 422 nm. A solucdo banco foi preparada com todos os
reagentes, menos o AlCls.
Amostras

Aliquotas de 0,5 mL (extrato bruto, 1000 pg.mL?Y), 2,0 mL (fracdo
hidrometandlica, 4000 pg.mL™) e 1,0 mL da diclorometano (3000 pg.mL™?), acetato de
etila e n-butanol, ambas de 1000 pg.mL", foram transferidas para baldes volumétricos
de 10,0 mL, contendo 1,0 mL de solucdo de AICls a 12%. Completou-se o volume com
MeOH/HAc 5%. Apos 30 minutos em repouso, a temperatura ambiente, foram
realizadas leituras das absorvancias em 422 nm. A solucdo-branco foi preparada
colocando-se todos os reagentes, menos o AlClz. Todas as andlises foram realizadas

em triplicata.

O teor de flavonoides totais foi determinado por interpolagdo da absorvancia
das amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de rutina e

expressos como mg de ER (equivalentes de rutina) por g de amostra.

‘ Resultados e Discussio

As folhas de P. trichophora submetidas a extragéo por remaceragdo com EtOH
96 % forneceram 33,5 g, rendimento de 18,7 % (m/m) de extrato bruto etandlico. Parte
do extrato (28,0 g) foi ressuspendido em MeOH:H:20 (8:2 v/v), filtrado a vacuo para

eliminar clorofilas e material insoltvel. O filtrado foi submetido a extracdo descontinua
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liquido-liquido em funil de separacdo, conduzindo nas fragbes hexano (0,6 g),
diclorometano (1,3 g), acetato de etila (2,6 g), n-butanol (6,0 g) e na remanescente,
hidrometanolica.

A fracdo hidrometandlica, remanescente da particio do extrato bruto,
apresentou alta concentragdo de compostos inorganicos e agucar livre, sendo assim,
purificada em coluna de Diaion-HP 20, obtendo-se 4 subfragdes. A Sf. 2 (200 mg),
eluida com etanol 50 %, foi considerada a mais promissora para a quantificagéo de
compostos fendlicos devido ao perfil cromatografico apresentado.

Neste trabalho, realizou-se a quantificacdo de fendis totais pelo método
colorimétrico com Folin-Ciocalteu. Os resultados expressos em mg EAT/por grama de
amostra, estdo na Figura 1. Os coeficientes de correlacdo foram superiores 0,99,
comprovando a adequacao do método ao intervalo avaliado.

O extrato bruto apresentou 93,39 = 0,59 mg EAT/g de extrato, o que
corresponde a aproximadamente 9,3 % (m/m) de fendis na amostra. Dentre as fracdes
oriundas do extrato bruto, a diclorometano e a hidrometandlica, foram as que
apresentaram os menores teores de fendis totais, com 91,22 + 5,48 e 83,04 + 3,82 mg
EAT/g de fracdo, respectivamente. Todavia, a Sf. 2, proveniente da fracéo
hidrometandlica, apresentou 275,00 + 18,59 mg EAT/g de fracdo, cerca de 27,5 %
(m/m) de fendis na amostra, enquanto a fracdo hidrometanodlica apresentou apenas
8,3 % de fenais.

As fragdes n-butanol e acetato de etila, apresentaram os maiores teores de
fendis, com 278,55 + 14,33 e 479,78 + 8,47 mg EAT/g de fracdo, respectivamente. A
fracdo acetato etila com aproximadamente 72 % a mais de fendis que a n-butanol,
evidenciando a eficiéncia do acetato de etila em extrair os compostos fendlicos

presentes no extrato bruto.
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Figura 1- Fendis totais no extrato e fragcdes das folhas de P. trichophora.
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Esses resultados sdo bastante significativos, uma vez que os compostos
fendlicos se destacam em pesquisas voltadas para a prevencdao de doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, doencas neurodegenerativas e cancer (MANACH
et al., 2005).

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides desempenham um papel
importante na salde humana, pois estdo presentes em muitos alimentos como em
frutas, verduras, cha, mel, etc. Estudos relatam que pessoas que fazem a ingestéo de
maiores quantidades dessas substancias apresentam menor susceptibilidade de risco
de morte por acidentes cardiovasculares como infarto do miocardio, derrame e
trombose (KINSELLA et al, 1993).

Alguns medicamentos possuem flavonoides como principio ativo, de modo
especial, para o tratamento de doencas circulatérias como hipertensao e agindo como
cofator da vitamina C. H& estudos que sugerem que alguns flavonoides sejam
responsaveis por acdo antitumoral, atividades antiviral, anti-hemorragica, anti-
inflamatério, antimicrobianos e antioxidantes (SIMOES et al., 2017).

Os resultados obtidos na determinacdo de flavonoides totais pelo método
colorimétrico com cloreto de aluminio, expressos em mg ER/g de amostra, estédo
apresentados na Figura 2. O extrato bruto apresentou 126,85 + 9,48 mg ER/g de
extrato, o que corresponde a aproximadamente 12,6 % (m/m) de flavonoides. Esse
resultado é bem superior aos encontrados nas folhas de P. capillacea, P. leiocarpa e

REALIZACACO

Pré-Reitori 'j‘(‘,E Pro-Reitor 1”5";{: Pra-Reit pgg 3 Universidade .
Graduagao pge. g??gS ;(:] = AE_uEnE?J;UCEuJ‘:téle Estadual de Goias




C V Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extensao da UEG

P. deflexa, com 91,58 + 3,74, 59,80 + 6,45, e 37,64 = 10,14 mg equivalente de
guercetina/g extrato, respectivamente (FORMAGIO et al, 2014).

As fracBes oriundas do extrato bruto que mostraram os maiores teores de
flavonoides foram a n-butanol e a acetato de etila, com 85,95 + 2,26 e 147,22 + 5,99
mg ER/g fragdo, respectivamente. Nos vegetais os flavonoides geralmente s&o
encontrados como heterosideos e, geralmente, se concentram nas fracdes mais
polares como acetato de etila e n-butanol, guando os extratos sao fracionados.

A fracdo hidrometandlica mostrou apenas 7,55 mg ER/g de fracdo, o que
equivale a aproximadamente a 0,7 % (m/m). Enquanto a Sf 2 oriunda da
hidrometandlica apresentou cerca de 10 % (m/m) de flavonoides.

Figura 2- Flavonoides totais no extrato e fragdes das folhas de P. trichophora.

147,22
150 1 126,85 L

104,91
100 + 85,95

o
o
L

30,48

7'55 L
o nEw

Extrato bruto Fr. Sf. 2 Fr. n-butanol Fr. acetato de Fr. diclorometano
hidrometandlica etila

Flavonoides totais
(mg ER/g amostra)

Em seguida, a capacidade antioxidante do extrato bruto e das fragcdes foram
avaliadas através da percentagem de reducdo inicial do radical DPPH pelas amostras
em diferentes concentracdes. Quanto maior o consumo de DPPH no meio reacional,
menor o valor da CEso, € mais eficiente € a amostra como antioxidante. Os valores da
CEso foram obtidos a partir da andlise de regresséao linear e mostraram boa correlagcéo
(r>0,99).

O extrato bruto mostrou-se forte atividade antioxidante com CEso de 33,29 +
0,93 ug.mL". Essa atividade pode ser atribuida a presenga de compostos fendlicos,

especialmente de flavonoides no extrato. Além disso, alguns trabalhos sugerem que
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os efeitos sinérgicos de misturas de flavonoides podem ser responsaveis pela elevada
atividade antioxidante observada em extratos brutos (HARBORNE; WILLIAMS, 1992).

Comparando-se os valores da CEso (Figura 3) das fragbes provenientes da
particdo do extrato bruto, percebe-se que o efeito antioxidante € mais pronunciado
nas fragcdes acetato de etila e n-butanol, com valores de CEso de 14,52 + 0,23 e 15,18
+ 0,81 ug.mL", respectivamente. Essas fragdes foram as que apresentaram os
maiores teores de fendis e flavonoides, corroborando assim com o potencial
antioxidante das mesmas.

Ja a fracao hidrometandlica mostrou baixo potencial antioxidante com CEso de
115,18 £ 2,13. Enquanto a Sf. 2, proveniente da hidrometandlica, mostrou moderada
acgao antirradicalar, com CEso de 51,67 + 0,51 pg.mL™".

Figura 3- Valores da CEso (ug.mL™") do extrato bruto e fragées das folhas de P.
trichophora no teste com DPPH.
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As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e sua
relacdo com certas doencas, estimulou a busca por produtos naturais (compostos
puros, fracdes e/ou extratos) capazes de minimizar ou prevenir danos oxidativos as
células vivas. Os compostos fendlicos sdo importantes antioxidantes naturais,
conseguindo neutralizar ou sequestrar radicais livres, agindo tanto na etapa de
iniciacdo quanto na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios formados
nesses processos sao relativamente estaveis, devido estabilizacdo do radical por
ressonancia no anel aromatico.

Além disso a capacidade antioxidante de um produto natural pode servir como

indicio de outras atividades bioldgicas, como anti-inflamatoria, antitumoral, dentre
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outras. Assim, os resultados descritos neste trabalho estimulam a continuidade dos

estudos fitoquimicos e da acdo antioxidante de metabdlitos secundarios isolados das
folhas de P. trichophora.

Consideragoes Finais

O extrato bruto e as fracdes acetato de etila e n-butandlica mostraram forte
atividade antioxidante. Enquanto a fragao acetato de etila apresentou-se como fonte
promissora de compostos fendlicos.
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