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RESUMO

Psidium myrtoides O. Berg, conhecida popularmente como arac¢a ou araga-roxo ¢ uma
planta predominantemente do cerrado brasileiro, mas ¢ encontrada em trés dominios
fitogeograficos dentro do Brasil: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Seu nome
cientifico possui alguns sindnimos como Psidium myrsinoides, Guajava myrsinoides,
Guajava myrtoides, Myrtus corynantha, Psidium turbinatum, Psidium corynanthum e
Corynemyrtus corynantha. A necessidade de se estudar essa planta se da pelo fato de
outras espécies do mesmo género possuir atividades biologicas, dentre elas a atividade
antioxidante. Assim, o objetivo desse trabalho foi realizar a andlise antioxidante dos
extratos e parti¢des das folhas da Psidium myrtoides. Para essa determinagao realizou-
se a prospecgao fitoquimica a fim de avaliar as classes de compostos presentes nas
amostras, detectando-se a presenga de compostos fenodlicos, terpenos, esteroides e
acucares. Foram quantificados os teores dos compostos fendlicos totais, os flavonoides
e os taninos condensados por métodos espectrofotométricos. A quantificacdo da
atividade antioxidante das amostras foi realizada por trés métodos diferentes: métodos
de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrihidrazila (DPPH), método de Capacidade de
Absorbancia de Radical Oxigénio (ou “Oxygen Radical Absorbance Capacity”,
ORAC) e também pelo Poder Antioxidante Redutor Férrico (ou “Ferric Reducing —
Antioxidant Power”, FRAP). A amostra com maior capacidade antioxidante observada
para os métodos utilizados foi a parti¢do acetato de etila com CEsg 3,45 + 0,48 pg mL”
' (DPPH), com 916,13 pmol equivalente de trollox por grama de extrato (ORAC) e
com 2636,8 pmol equivalente de trollox por grama de extrato (FRAP). Esses
resultados de atividade antioxidante das folhas da P. myrtoides sdo promissores e
deve-se fazer uma investigacdo quimica e farmacoldgica mais aprofundada para

melhor uso dessa planta do Cerrado para o uso humano.

Palavras-chave: Psidium myrtoides. Extrato. Prospec¢do fitoquimica. Atividade

antioxidante.



ABSTRACT

Psidium myrtoides O. Berg, popularly known as araca or purple ara¢d is a
predominantly Brazilian savannah plant, but is found in three phytogeographic
domains within Brazil: Caatinga, Cerrado and Mata Atlantica. Its scientific name has
some synonyms like Psidium myrsinoides, Guajava myrsinoides, Guajava myrtoides,
Myrtus corynantha, Psidium turbinatum, Psidium corynanthum and Corynemyrtus
corynantha. This plant was studied due to the fact that other species of the same genus
have biological activities, including antioxidant activity. Thus, the objective of this
work was to perform the antioxidant analysis of extracts and partitions of Psidium
myrtoides leaves. For this determination, the phytochemical prospecting was
performed in order to evaluate the classes of compounds present in the samples,
detecting the presence of phenolic compounds, terpenes, steroids and sugars. The
contents of total phenolic compounds, flavonoids and condensed tannins were
quantified by spectrophotometric methods. The antioxidant activity of the samples was
quantified by three different methods: 2,2-diphenyl-1-picrihidrazila (DPPH) radical
sequestration methods, Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) method and
also by the Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). The partition with the highest
antioxidant capacity observed for the methods used was the ethyl acetate partition with
ECs 3,45 + 0.48 pg mL™ (DPPH), with 916,13 pmol trollox equivalent (ORAC) and
with 2636,8 umol trollox equivalent (FRAP) These results of antioxidant activity of P.
myrtoides leaves are promising and deserve further chemical and pharmacological

investigation, for better use of this Cerrado plant for human use.

Keywords: Psidium myrtoides. Extract. Phytochemical prospecting. Antioxidant
activity.
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1. INTRODUCAO

1.1.0 bioma Cerrado e sua biodiversidade

O Brasil esta entre os paises com maior biodiversidade do planeta, abrigando
cerca de 20% da diversidade mundial. O territorio brasileiro possui seis biomas, cada
um com especificidades em espécies de plantas e animais. O Cerrado ¢ o segundo
maior deles, em extensao, atras apenas da Floresta Amazonica, e estd presente em 11
estados brasileiros e no Distrito Federal MACHADO et al., 2004).

Esse bioma possui localizagdo estratégica, regido central do pais limitada pelos
demais biomas Caatinga, Floresta Amazonica, Mata Atlantica e Pantanal. Desse modo,
ele possui papel crucial na continuidade dos demais biomas (MASCARENHAS, 2010)
e ¢ conhecido como a savana brasileira, a mais rica em biodiversidade do mundo,
possuindo alta diversidade de fauna e flora. O Cerrado abriga mais de 12 mil plantas
nativas de espécies ja catalogadas, das quais mais de 40% delas sdo consideradas
endémicas (DE MEDEIROS et al., 2015; BRASIL, 2018).

Associa-se a grande diversidade do Cerrado aos seus diversos ambientes que
esse possui. Isso ndo ocorre nos biomas da Amazonia ou Mata Atlantica, por exemplo.
Dessa maneira, € possivel observar alguns tipos de espécies vegetais e animais apenas
em determinados tipos de ambientes do Cerrado (MACHADO et al., 2004). O Cerrado
compreende em seu territorio as nascentes de trés diferentes bacias hidrograficas
inclusive as trés maiores da América do Sul, sdo elas: as Bacias Amazonica, Sao
Francisco e Prata. Além disso, ¢ composto por diferentes variedades de vegetacdo e
relevos (BRASIL, 2018). Com isso, a alta biodiversidade desse bioma ¢ justificada.

Segundo o Brasil (2018), o Cerrado abriga cerca de 5% da biodiversidade do
planeta. Esse bioma recobre mais de 20% do territorio brasileiro, porém, 40% deste ja
foram devastados. Isso aconteceu porque nessa regido do pais houve alto
desenvolvimento urbano e agrario. Desta forma, sem planejamento ambiental estes
fatos podem acarretar perda de recursos naturais muito importantes, comprometendo
as riquezas naturais deste bioma. A agdo antrépica ¢ um fator importante na
degradacao desta regido, quando se discute a devastacdo desse bioma, pois, nas areas
compreendidas como Cerrado hé intensas atividades pecuarias e agricolas, como o
intenso plantio de graos para exportagdo. Assim, nesse sentido, o Cerrado ¢ conhecido

também como o celeiro do mundo (MASCARENHAS, 2010).
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Devido as caracteristicas do Cerrado, com arvores de troncos retorcidos, sem
sequer alguma beleza natural e solos com deficiéncia de minerais e alta acidez, esse
bioma foi deixado em segundo plano pelos 6rgdos de preservacao ambiental, e a sua
preservacao foi negligenciada. Alids, constitucionalmente, no artigo 225 (§ 4°), ndo se
declara o Cerrado como patrimonio nacional, refor¢ando a devastagao deste bioma ao
longo dos anos (MACHADO et al., 2004; MASCARENHAS, 2010; BRASIL, 1988).
Essa regido sofreu um aumento da urbanizagdo nas ultimas décadas, acompanhando o
ritmo do pais, o que causou sua maior devastagdo. Essa destrui¢do também oferece
ameaca aos recursos genéticos dessa regido (FRANZON et al., 2009). E importante
destacar que a sua protecao e preservacao devem ser vistas como prioridades, uma vez
que muito do material genético dos biomas pode ser perdido, o que pode ser nocivo, ja
que varias espécies apresentam alto potencial alimenticio, econdomico ¢ medicinal,
além de afetar a manutencao dos demais biomas.

Além das colaboragdes ambientais, este bioma possui bastante relevancia
social. Muitas populagdes se utilizam de seus recursos naturais mencionados para os
seus sustentos e para atividades econdmicas. Os povos, indigenas, geraizeiros,
ribeirinhos ou quilombolas habitantes do Cerrado detém bastante conhecimento
tradicional sobre a biodiversidade desses locais. E sabido que muitas espécies podem
ser usadas medicinalmente e muitas outras para recuperagdes dos solos (INSTITUTO

SOCIEDADE, POPULACAO E NATUREZA, 2019).

1.2.Metabolismos nas plantas

O metabolismo sdo todas as reacdes quimicas que ocorrem nas células dos
organismos vivos, os quais precisam realizar transformacdes constantemente para que
consigam sobreviver, crescer e reproduzir (DEWICK; 2002; MOREIRA, 2015). Os
produtos dessas reacdes sdo chamados de metabolitos. Nas plantas, existe o
metabolismo primario e o secundédrio (ou também chamado de especial). As rotas
sintéticas dos metabolitos, primarios e secundarios, se relacionam. Nao ha
diferenciagdo bioquimica ou estrutural, e distingue-se um tipo do outro por suas

funcionalidades (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000).

O metabolismo primario (MP) s3o todas as reacdes essenciais para a vida do
organismo vegetal, como por exemplo, a respiragdo celular, pela fotossintese. Os

metabolitos primdrios das plantas s3o os mesmos € em mesmas quantidades daqueles



17

encontrados em animais, e eles sdo essenciais para a vida. Sao eles: os carboidratos, os
acidos nucleicos e as proteinas. J4 o metabolismo secundario (MS) refere-se a
produgdo de substincias que auxiliam as plantas na percepcdo do meio externo e
colaboram com sua sobrevivéncia, desempenhando fungdes especificas, como atrair
polinizadores, proteger da acdo de herbivoros e também atribuir coloracdo a seus
frutos, flores e folhas (ALVES, 2001; PERES, 2004; SIMOES et al., 2010). Os
metabolitos secundarios sdo classificados dessa maneira por serem derivados do
metabolismo primario, como por exemplo, estruturas de aminoacidos (unidade basica
das proteinas) nas estruturas de alguns alcaloides (metabolitos secundarios da classe

substancias nitrogenadas) (SIMOES et al., 2017).

Em cada espécie e estagio de desenvolvimento, as plantas possuem
combinagdes e concentragdes diferentes de metabodlitos especiais (DELGODA;
MURRAY, 2017). Isso ocorre porque a produgdo deles se dd de acordo com a
demanda bioldgica da planta. H4 fatores biodticos e abidticos (idade, sazonalidade,
indice pluviométrico, disponibilidade de micro e macro nutrientes e outros) que
influenciam nesse processo, como ilustrado na Figura 1 (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Figura 1- Esquema representativo dos fatores que influenciam a producao de metabdlitos
secundarios nas plantas

Ritmo circadiano

P

\\\ N

indice pluviométrico
' Radiacae UV

/ Composigdo COo, S0,
/ atmoaslérica NQ, O,

—a— Herbivoria e
Atague de patégenos

Sazonalidade

Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007)

Dentre as substancias produzidas pelas plantas podem-se destacar trés grandes
classes quimicas: terpenos, compostos nitrogenados (alcaloides, glucosinolatos e

cianidrinas) e compostos fendlicos (flavonoides, xantonas, cumarinas, ligninas, entre
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outros). Os terpenos, incluindo alguns metabdlitos primarios, sao cerca de 25.000
compostos. Dos compostos nitrogenados 12.000 s3o alcaloides e por volta de 8.000
sdo aqueles chamados de compostos fenolicos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS,
2000). Nesse trabalho, os compostos fendlicos mereceram um destaque maior, ja que

foram quantificados para o estudo da atividade antioxidante.

1.2.1. Terpenos

Os terpenos ou terpenoides provavelmente ¢ a maior classe de produtos
naturais (PN) conhecidas. Todos os terpenos sdo biossintetizados a partir da fusdo
entre unidades isoprénicas (2-metilbuta-1,3-dieno) (Figura 2) (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000).

Figura 2- Representacdo estrutural do isopreno

A

Isopreno
Fonte: a autora
A classificacdo dos terpenos relaciona-se com a quantidade de isoprenos

presentes em sua estrutura, como mostrado na Tabela 1 (CROTEAU; KUTCHAN;
LEWIS, 2000).

Tabela 1 - Classificagdo de alguns terpenos e respectivas quantidades de unidades isoprénicas

Terpeno Quantidade de

unidades isoprénicas

Hemiterpeno 1
Monoterpenos 2
Sesquiterpenos 3

Diterpenos 4

Tetraterpenos 8

Fonte: a autora, adaptado de Croteau, Kutchan, Lewis (2000)
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1.2.2. Alcaloides

Os alcaloides sdo produtos naturais que possuem nitrogénio em suas
moléculas. Também s3o compostos farmacologicamente ativos e com carater basico
devido a presenca de nitrogénio. O seu estudo remete-se ha anos, e teve como marco
inicial a descoberta da morfina (1806), composto presente no Opio, amplamente

utilizado na época (Figura 3).

Figura 3 - Formula estrutural da morfina

Fonte: a autora

Inicialmente, acreditou-se que os alcaloides eram provenientes apenas de
plantas. Mais tarde, depois de quase 200 anos de estudos, percebeu-se a capacidade de
isolar esses compostos de alguns animais também. Os alcaloides sdo os responsaveis
pelo sabor amargo em algumas plantas (BUSSNELI et al. 2007), e tém bastante
importancia na medicina moderna, tendo colaborado com a produgdao de drogas
sintéticas como os antimalaricos e dilatadores de pupilas usados em exames
oftalmologicos. Além disso, essas moléculas possuem atividade antifingica e antiviral
e constituem importantes absorvedores de radiagdo ultravioleta (UV) (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000).

1.2.3. Compostos Fenolicos

Os compostos fenodlicos possuem em sua estrutura a unidade basica do fenol
(Figura 4). Ha varias classes de biocompostos fendlicos entre eles as xantonas,

flavonoides, cumarinas, ligninas, taninos e outros mostrados na Tabela 2. Desses, os
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mais importantes sao os flavonoides e os taninos (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006). Essas substincias sdo os metabolitos mais presentes na

alimenta¢do humana (SELEEM; PARDI; MURATA, 2017).

Figura 4 - Estrutura do fenol

OH

Fonte: a autora

Tabela 2 - Diferentes classes de compostos fenolicos

Classes N° Carbonos
Compostos fendlicos simples, Cs
benzoquinonas
Acidos Hidroxibenzébicos Ce-C4
Naftoquinonas Ce-Cy
Xantonas C6-C1-Cs
Lignanas, neoglignanas (C6-Cs)2
Biflavonoides (C6-C3-Co)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos Condensados (ou (C6-C3-Co)n
proantocianidinas)

Fonte: a autora, adaptado de Balasundram; Sundram; Samman (2006)

A presenca de compostos fenolicos nas plantas pode indicar maior capacidade
antioxidante, devido a presenga dos grupos hidroxilas. Nesse trabalho, os compostos
fenolicos merecem um destaque maior, ja que foram quantificados os teores de fenois
totais e suas duas classes mais importantes. Estruturalmente, esses compostos sio
formados por um anel aromatico (C¢) com uma ou mais substitui¢des de hidroxilas.

Além disso, podem ser de biomoléculas simples até altamente polimerizados, como ¢é
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o caso das proantocianidinas e das ligninas. Na Figura 5 a seguir estao representados

alguns compostos fendlicos conhecidos.

Figura 5 - Exemplos de compostos fenolicos

COOH COOH
HO OH i "OH
OH OH
Acido galico Acido protocatecuico
HO . -COOH
HO Acido cafeico
HO Acido - coumarico
CH,0 . COOH
o Q/\/
. . HO
Acido fertlico

OCH,  Acido sinapico

Fonte: a autora; adaptado de Balasundram; Sundram; Samman (2006)

1.2.3.1.Flavonoides

Os flavonoides representam cerca da metade de todos os compostos fenolicos
conhecidos. Possuem baixa massa molecular e sua estrutura basica é C¢-C3-Cg, noS
quais os anéis de seis carbonos sdo usualmente denominados de anéis A e B e, o anel
heterociclico de anel C (Figura 6) (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,

2006). As substituicdes nos anéis C dao origem as diferentes classes dos flavonoides.

Figura 6 - Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: Balasundram; Sundram; Samman (2006)
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A classificagdo dos flavonoides se da de acordo com sua biossintese ¢ isso se
torna um desafio, ja que algumas classes (chalconas, flavanonas e flavan-3-ols) sdo
consideradas intermediarias das reacdes, e outras (flavonas e flavonois) como produtos
finais do processo de biossintese (ANDRAE-MAROBELA, GHISLAIN, OKATCH, &
MAJINDA, 2013 apud SELEEM; PARDI; MURATA, 2017). Aqui ndo foram
consideradas essas diferenciagdes biossintéticas, e a representagao estrutural das

subdivisdes dos flavonoides estdo na Figura 7.

Figura 7 — Estrutura quimica das classes de flavonoides

O o
° o]
)
OH o
O

Flavonol Flavanona

G 0]
OH

Flavanol Antocianidina

Fonte: a autora, adaptado de Balasundram; Sundram; Samman (2006)

Ha cerca de 10 anos o estudo dos compostos antioxidantes vem ganhando for¢a
ap6s a descoberta dos fitonutrientes com capacidade protetora de doengas
degenerativas. Os efeitos oxidativos podem ser danosos aos lipideos, proteinas e
acidos nucleicos presentes no corpo humano, pois podem afetar 6rgaos, por exemplo,
0 coracdo e também causar doencas como o cancer. Esses fitonutrientes possuem
componentes antioxidantes diversos e muitos deles tratam-se de flavonoides presentes

em frutas e vegetais (YIGIT; YIGIT; MAVI, 2009).
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1.2.3.2.Taninos

Os taninos sdo substancias produzidas pelas plantas e nelas sdo as responsaveis
pelos sabores adstringentes, devido a precipitagdo de substancias que fazem com que
haja perde de lubrificagdao. Eles possuem massa molecular de 500 a 3000 unidades de
massa atdmica, sdo soliveis em agua e, estruturalmente, sdo classificados em dois

tipos mais comuns em plantas: hidrolisaveis e condensados.

Os taninos hidrolisaveis tratam-se de ésteres de acidos galicos e acidos elagicos
glicosilados. Os taninos condensados, ou proantocianidinas, s3o substincias

poliméricas de flavonoides e a unidade basica trata-se do flavan-3-ol ou flavan-3,4-

diol.

1.3.Espécies reativas e antioxidantes

Nos processos fisioldgicos dos organismos vivos, como a respiracao celular
mitocondrial, s3o produzidas algumas substincias reativas, as chamadas espécies
reativas de oxigénio (EROs), de nitrogénio (ERNs) e de enxofre (EREs). Essas
espécies podem ou nao ser radicais livres. Os radicais livres sdo aqueles que possuem
elétrons desemparelhados em suas estruturas, como por exemplo: OHe (radical
hidroxila), ROOe (radical peroxila), 6xido nitrico (NOe¢) e, as ndo radicalares sdo
espécies reativas neutras, por isso mais estaveis que os radicais livres, como exemplo
pode-se citar: H,O, (perdxido de hidrogénio), HOCI (acido hipocloroso), HNO, (4cido
nitroso). Além das fontes endogenas, essas espécies podem ser adquiridas de maneira
externa ao organismo por meio de atitudes como tabagismo, exposicao a radiagdo UV,
pesticidas e uso de drogas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005; SOARES et al.,
2015).

O organismo humano possui o sistema de defesa com vdarias enzimas e
compostos antioxidantes (AOX), porém, esses também podem ser adquiridos por meio
da alimentacdo. Segundo Oliveira (2009), antioxidantes sdo substancias que protegem
as biomoléculas de oxidagdes degenerativas quando presentes em quantidades
menores que os substratos. O desequilibrio na produgdo de espécies reativas ou da
acdo defensiva dos compostos antioxidantes pode ocasionar o que ¢ chamado de

estresse oxidativo.
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Esse desequilibrio ¢ prejudicial ao organismo e ha estudos que relacionam
varias patologias ao excesso dessas espécies no organismo, tais como artrite, catarata,
disfungdes cognitivas, cancer, doencgas cardiovasculares e diabete mellitus
(MACHADO et al., 2009; SOARES et al., 2015). As espécies reativas, em excesso,
muitas vezes podem reagir com lipideos, proteinas ¢ com o DNA. J4 algumas delas
atacam apenas lipideos, e ainda ha aquelas que sdo menos reativas, no entanto, podem

gerar espécies danosas ao organismo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2005).

A alimentagdo ¢ um dos principais fatores ambientais externos a que o ser
humano ¢ submetido. Na industria de alimentos utiliza-se de AOX para ajudar na
conservacao dos produtos, os mais utilizados sdo butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxi-tolueno (BHT), tri-hidroxi-butil-fenona (THBP), ferc-butil-hidroxi-quinona
(TBHQ), e galato de propila (GP). Ha estudos, porém, sobre a possibilidade desses
compostos possuirem efeitos toxicos ao organismo humano (NASCIMENTO;
ARAUJO; MELO, 2010; SOUSA et al., 2007). Por esse motivo, os compostos
fenolicos estdo sendo estudados nas ultimas duas décadas, por serem fortes fontes de
AOX. Esses apresentam capacidade antioxidante por impedir ou retardar a oxidagao

das células vivas do ser humano.

Dessa maneira, substituir os alimentos industrializados por aqueles naturais
pode ser vantajoso em questdes de satde. E importante se ter uma alimentagio
saudavel, ndo apenas por questdes nutritivas, € também, pela a¢do que os compostos
bioativos, principalmente os compostos fendlicos, presentes nos alimentos, podem

exercer no organismo (BIERHALS et al., 2009; SOARES et al., 2015).

1.4.Familia Myrtaceae

Para se estudar essas espécies antioxidantes importantes aos seres humanos
sdo observadas as caracteristicas de plantas para melhor direcionar a investigacdo. A
familia Myrtaceae ¢ considerada uma das maiores familias botanicas conhecidas.
Possui mais de 3500 espécies no mundo, sendo quase mil delas endémicas. As plantas
dessa familia podem ser encontradas na Australia, no sudeste da Asia e na América.
No Brasil encontram-se cerca de 1000 de todas essas espécies, compreendendo mais
de 20 géneros (DURAES; PAULA; NAVES, 2015; GIULIETTI; HARLEY, 2005). A

familia distingue-se por uma combinacdo das seguintes caracteristicas: folhas inteiras
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com glandulas sebaceas, ovario meio inferior, floema interno e, no geral, estames
numerosos. (DIAS, 2019).

No entanto, dentre toda essa diversidade na familia das mirtaceas apenas quatro
géneros possuem importancia econdmica, sdo eles: FEugenia, Acca, Myrciaria e
Psidium. Isso porque sdo utilizadas na alimentagdo de diversas maneiras, como: geleia,
suco, doces e também consumo in natura, por exemplo a goiaba (Psidium guajava L.)
e a pitanga (Eugenia uniflora L.) (FRANZON et al., 2009).

Essas plantas estdao sujeitas a muitos estresses abioticos e, por isso, hé intensa
producao de metabolitos secundarios, os quais apresentam agdes contra algumas
enfermidades. Ja que seus frutos sdo amplamente aceitos para consumo humano por
seus sabores e consisténcia, as plantas dessa familia se tornam importantes fontes de
substancias bioativas que, majoritariamente possuem acdo contra disturbios
gastrointestinais, doencas infecciosas e diabetes, além e ser considerado diurético.
(CRUZ; KAPLAN, 2004; DURAES; PAULA; NAVES, 2015). Além disso, h4 a
contribui¢do ecoldgica por serem plantas com frutos carnosos e servirem como
alimentos também para os animais silvestres, os mesmos que contribuem para a

dispersao e perpetuagao das espécies (NASCIMENTO, et. al. 2014).

1.4.1. Género Psidium e sua poténcia medicinal

Psidium ¢ originario da palavra grega ‘psidion’, que significa morder, aludindo
sobre o gosto agradavel dos frutos. O género Psidium, segundo Franzon el al. (2009), ¢
considerado neotropical com ocorréncias entre o sul do México até¢ Buenos Aires, na
Argentina. Possui mais de 100 espécies e a mais importante delas trata-se da Psidium
guajava (a goiabeira). Ademais existem varias plantas comestiveis, ornamentais e
madeireiras nesse género. As espécies desse género sdo usadas frequentemente na
medicina tradicional para varios fins. Essas plantas possuem alto teor de vitamina C,
até 5 vezes mais que frutas citricas em sua composi¢do e com isso possuem elevada
atividade antioxidante (FRANZON et al., 2009; MEDEIROS et al., 2015).

Hé alguns estudos sobre as espécies desse género nos quais as propriedades
medicinais foram avaliadas. Oliveira et al (2012) estudaram quase 70 espécies
comestiveis nativas do Brasil e verificaram a atividade contra diabetes e poder
antiglicante na goiaba (Psidium guajava L). Isso porque possuem compostos fendlicos

e flavonoides em seus extratos, o que diminui significativamente o acumulo de
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gordura nos tecidos hepaticos e os niveis de glicoses no sangue. Também confirmaram
acdo antioxidante, naqueles conhecidos como aracazeiro (Psidium guineese Sw. e P.
rufum DC.) (OLIVEIRA et al., 2012). Também sobre a goiaba (P. Guajava) diz-se que
ela ¢ abundantemente utilizada na América Latina no tratamento da diarreia e dores do
estdbmago. No Panama usa-se contra disenteria € como adstringente na Venezuela. Os
tratamentos podem ser por decoc¢do das folhas, cascas e até mesmo das flores da
planta, como ¢ usado na Costa Rica para a¢do anti-inflamatéria (GUTIERREZ;
MITCHELL; SOLIS, 2008).

Diferentes estudos mostram que a espécie P. cattleiarum Sabine, o araga,
também possui atividades anticarcinogénica, antimicrobiana, anti-inflamatoria e
efeitos antienvelhecimento. Em recente revisdo, Pereira et al. (2018) avaliaram as
concentragdes de diversas substancias, estudando assim a composi¢ao quimica dessa
espécie nos seus genotipos vermelho e amarelo e concluiram que ela, de fato, possui
algumas acdes farmacologicas e tém grandes chances de ser utilizadas no
gerenciamento da doenga de diabete mellitus tipo 2. As plantas desse género podem
ser usadas medicinalmente, uma vez que, possui frutos atrativos pelo sabor, aroma e
baixo teor calorico e, além disso, ha compostos fenodlicos com bastante correlagao
antioxidante, os quais podem prevenir doengas cronicas degenerativas (DAMIANTI et

al., 2011; MEDINA et al., 2011; PEREIRA et al., 2018).

1.4.1.1.Psidium myrtoides O. Berg

Essa espécie ¢ conhecida popularmente como aragd-roxo ou simplesmente
ara¢d. Seu nome cientifico possui sindnimos tais como: Psidium myrsinoides, Guajava
myrsinoides, Guajava myrtoides, Myrtus corynantha, Psidium turbinatum, Psidium
corynanthum, e Corynemyrtus corynantha (SISTEMA DE INFORMACAO SOBRE A
BIODIVERSIDADE BRASILEIRA, 2019). Essa espécie estda presente
predominantemente no Cerrado, mas ¢ compreendida em trés dominios fitogeograficos
dentro do Brasil: Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, (REFLORA, 2019) tal como

mostrado na Figura 8.

Essa espécie manifesta-se como arvores de 6 a 12 metros de comprimento, as
cascas do tronco sdo esfoliantes, com laminas papiraceas, ou seja, descamagdes como
folhas de papel. Folhas opostas, que nascem no mesmo n6 do caule, com tamanho

entre 2,5 e 7,5 centimetros. Flor com botao abertos com 4 lobos; frutos verdes quando
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imaturos ¢ quando maduros tem coloracao violeta (DIAS, 2019). A Figura 9 mostra

alguns desses detalhes.

Figura 8 - Mapa dos estados brasileiros (em cor escura) onde se encontram a espécie de
Psidium myrtoides

Fonte: Sistema de Informacgdo Sobre a Biodiversidade Brasileira (2019)

Figura 9 - Fotografia dos detalhes da Psidium myrtoides

Fonte: a autora
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2. OBJETIVOS

Os objetivos gerais do trabalho consistiram em realizar o estudo fitoquimico
das folhas da Psidium myrtoides, conhecida popularmente como araga-roxo, bem

como avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos e partigdes.

Os objetivos especificos foram:

e Identificar a classe de metabolitos secundarios dos extratos e partigdes, por
meio da prospeccao fitoquimica;

e Quantificar os teores de fendis totais, proantocianidinas e flavonoides dos
extratos e particdes por método espectrofotométrico;

e Avaliar as atividades antioxidantes por trés métodos diferentes: método de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), método de
Capacidade de Absorbancia de Radical Oxigénio (ou “Oxygen Radical
Absorbance Capacity”, ORAC) e também pelo método Poder Antioxidante
Redutor Férrico (ou do inglés “Ferric Reducing — Antioxidant Power”, FRAP).
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3. METODOLOGIAS

3.1. Equipamentos e reagentes utilizados

A Tabela 3 apresenta os equipamentos do Laboratorio de Produtos Naturais utilizados

neste estudo.

Tabela 3 - Especificagdes dos equipamentos utilizados

Equipamentos

Marca/Especificacdes

Balanca analitica
Balanga de IV
Evaporador rotatério
Banho-maria
Espectrofotometro de UV/VIS
Espectrofotometro de UV/VIS
Espectrofluorimetro

Lavadora ultra-sdnica

Liofilizador

SHIMADZU modelo AUW220D
QUIMIS, modelo Kett FD-600
IKA® RV 10 basic
IKA® HB 10 basic

Genesys 10S UV-VIS Thermo cientific

VERSA max Tunable Microplate
Reader
Perkin Elmer, modelo Multimode Plate
Reader

UltraSonic Cleaner

LS3000 Terroni

Fonte: a autora

3.2. Identificacio e coleta do material vegetal

As folhas da Psidium myrtoides (Figura 9) foram coletadas no periodo da
manha, no bairro Jardim Karaiba, em Uberlandia, Brasil, nas coordenadas geograficas
(18°56°45.3”S e 48° 16°08.4”W), em marc¢o de 2018. Nesse periodo era final do verao
e as temperaturas registradas no dia foram: a minima de 21°C e a maxima de 31°C
(ACCUWEATHER, 2018). A autorizagdo de uso e estudo da planta obtida pelo
CNPq/SisGen possui o codigo A1247B0, e a exsicata foi depositada na Universidade
Federal de Uberlandia, onde esta registrada com o codigo de coleta HUFU65831.



30

Figura 10 - Fotografia da arvore do araca-roxo (Psidium myrtoides) utilizada neste estudo

Fonte: a autora

3.3. Preparo do material vegetal

As folhas foram secas ao ar livre (18 dias) em caixas abertas ¢ mediu-se
diariamente a umidade até atingir valor constante e menor que 10 %, utilizando-se de
uma balanga de luz infravermelha. Essa balanca aquece o material fazendo com que o
mesmo perca agua e, por diferenca de massa, e fornece a porcentagem de umidade das
folhas. Apds a secagem, com 8,6 % de umidade, elas foram trituradas em

liquidificador doméstico para inicio do estudo.

3.4. Preparo dos extratos e particoes

Os extratos foram preparados pelo método de maceracdo, a temperatura
ambiente, utilizando-se 376,93 (£ 0,01) g de folhas trituradas. Primeiramente foram
realizadas as extragdes em hexano (2,0 L) destilado, deixando a mistura folhas-
solvente em um erlenmeyer ao abrigo da luz. A cada 5 dias, fez-se a filtragdo e o
solvente foi recuperado em evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida, e banho a 40
°C, para ser reutilizado no processo. Esse procedimento se repetiu por 7 vezes com o
hexano e, em seguida, mais 7 vezes com o solvente etanol (2,0 L) também

devidamente destilado.
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Cerca de 15,0 g do extrato etandlico (EE) foi solubilizado em 76,0 mL de uma
solugdo 9 : 1 (metanol : dgua). Utilizando um funil de extragdo, realizaram-se parti¢oes
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, obtendo-se as parti¢des
diclorometano e acetato de etila (PD e PA, respectivamente). O material remanescente
foi chamado de parti¢ao aquosa (PAq). Os solventes de cada partigao também foram
recuperados da mesma maneira que nos extratos. Por ultimo, as amostras foram
liofilizadas, a fim de se retirar residuais de agua. Os extratos e particdes foram
armazenados em frascos de vidro a -18 + 5 °C, no freezer. O processo de preparo dos

extratos e partigoes liquido-liquido esta representado com detalhes na Figurall.
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Figura 11 - Fluxograma representativo do processo de extragdo e particdo de metabolitos das folhas da P. myrtoides. Em destaque as etapas de obtengado das

amostras desse trabalho.

Folhas Psidiumm myrtoides secas e trituradas

Maceracio com hexano (7x2,0L)

Filtracio
Extrato hexdnico (EH) Folhas
Maceragio com etanol (7 x 2,0 L)
Filtracdo
Extrato etanélico (EE) Folhas

Solubilizacio em metanol : dgua (9: 1)

Partigio diclorometano (PD) Fracgdo hidrometanélica

|

Partigdo acetato de etila (PA) Residuo: Partigdo Aquosa (PAq)

Diclorometano (5 x 40 mL)

Acetato de etila (5 x 40 mL)

Fonte: a autora
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3.5. Prospeccao Fitoquimica para analise qualitativa de metabélitos secundarios
Para esta analise foram preparadas solugdes de 2,0 mg mL"' em metanol das

amostras, e realizou-se o estudo cromatografico por Cromatografia de Camada Delgada

(CCD). A fase estacionaria utilizada foi a placa de silica gel 60, em duas diferentes

fases moveis:

a. Fase I. NH4OH : diclorometano : MeOH (0,25:9: 1)

b. Fase II: AcOEt : MeOH : EtOH: H,O (10 : 1: 1: 2,5)

Para identificar as classes dos metabolitos especiais foram utilizados diversos

tipos de solventes e reveladores, como proposto por BLADT; WAGNER (1996).

e Determinagdo de compostos fenolicos totais

Solucio utilizada: sulfato cérico

Preparou-se uma solugdo de 0,7 g de sulfato cérico Ce(SO4), em 20,0 mL de H,O.
Ap0s a eluigio da placa, foi borrifado solugdo de H,SO4 a 7% em H,0 (m v™).

e Determinacao de flavonoides
Solugoes utilizadas: NP/PEG 4000 (Difenilboriloxietilamina/Polietilenoglicol 4000)
Solugdo A: solugdo metandlica a 1% (m v™') de difenilboriloxietilamina (NP).
Solugdo B: solugdo etandlica a 5% (m v'') de polietilenoglicol 4000 (PEG 4000).

Para o preparo da solugdo estoque do revelador cromatografico misturou-se a
solucdo A e a solucdo B na proporcao 10:8. Apos a eluigdo das placas, essas foram

visualizadas sob lampada de radiagdo ultravioleta (254 € 365 nm).

e Determinagdo de terpenos e esteroides
Solucio utilizada: Liebermann-Buchard

Uma solugdo na proporcao 5:5:50 dos reagentes: anidrido acético (C4HgOs3),
acido sulfarico concentrado (H,SO,) e etanol (CH3;CH,OH) foi preparada, adicionando-
se os regentes, nessa ordem, em banho de gelo. Apds a eluicdo, as placas foram
aquecidas a 100 °C, de 5 a 10 minutos. A placa foi observada em camara luz UV (365

nm).
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e Determinagdo de terpenos, esteroides, fenois e agucares
Solucao utilizada: anisaldeido

Preparou-se uma solugdo contendo anisaldeido 5% (v v'') em écido acético
glacial. Em seguida, adicionou-se 85 mL de metanol e 5 mL de acido sulftrico
concentrado em banho de gelo. Apds a eluicao as placas foram aquecidas a 100 °C de 5

a 10 minutos

e Determinacao de alcaloides
Solugdes utilizadas:
Iodocloroplatinado (ICPt)
Solucdo A: solugdo aquosa a 5% de acido hexacloroplatinico (IV) (H,(PtCls).6H,O) (m
m™).
Solugdo B: solugdo aquosa a 10% de iodeto de potassio (KI) (mm™).
A solucdo reveladora foi obtida pela mistura das solugcdes A ¢ B com H,O na

proporg¢do 1:9:10.

Dragendorff
Solugao A: mistura de 10,0 mL de &cido acético glacial (CH;COOH) e 40,0 mL de H,O
e acrescentou-se 0,8 g de subnitrato de bismuto (BiONO3)
Solugdo B: 8,0 g de iodeto de potassio em 20,0 mL de H,O.
A solugdo spray foi preparada na proporc¢ao 1:1:2:10 de solucao A, de solugdo B,

de 4cido acético glacial e de dgua.

3.6. Atividade antioxidante

3.6.1. Quantificacio de metabdlitos secundarios
3.6.1.1. Fendis totais

Reagiu-se 0,50 mL de solucdo das amostras em metanol (2, 8, 15, 18, 60, 90,
100 pg mL'l) com 2,0 mL de carbonato de sodio 7,5 % (m V'l) e 2,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteu (RFC) 10 % (v v'') em tubos de ensaio. Em seguida, deixou-se a
mistura reacional em banho de 50 °C, durante 5 minutos, e posteriormente, fez-se a

leitura da absorbancia em 760 nm, em um espectrofotometro. Para a quantificagdo fez-
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se a constru¢ao de uma curva de calibragao nas mesmas condi¢des, substituindo-se as
amostras por solucdes de acido galico em diferentes concentracdes (entre 2 ¢ 100 pg
mL™). O branco da reagdo foi feito substituindo-se as amostras e o 4cido galico, por
metanol. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido gélico (EAG)

por grama de extrato (MORALIS et al., 2008).

3.6.1.2. Flavonoides

Para a construcdo da curva de calibragdo, realizou-se uma reagdo de
complexacio entre uma solugio de AICl; 5% (m v') e quercetina em diferentes
concentragdes conhecidas (1, 3, 5, 8, 10, 15, 18, 25 pg mL'l), adicionando em um tubo
de ensaio: 2 mL de quercetina em metanol com concentragdes conhecidas, 1 mL de
AlICl; 5% (m v'') em metanol e 2 mL de metanol. Deixou-se a mistura em repouso de
30 minutos, a temperatura ambiente, ¢ posteriormente, realizaram-se as leituras das
absorbancias em 425 nm, em um espectrofotometro. Em seguida, submeteram-se as
amostras em triplicata as mesmas condigdes, fazendo a substitui¢do da quercetina pelos
extratos e particdes. O branco foi feito adicionando-se 2 mL de metanol ao invés das
amostras e quercetina. O resultado foi expresso em mg de equivalentes de quercetina

(EQ) por g de extrato, (WOISKY; SALATINO, 1998).

3.6.1.3. Taninos condensados (Proantocianidinas)

Para a quantificagdo das proantocianidinas realizou-se a reacdo de 2 mL de
solucao metandlica de catequina, em concentragdes conhecidas (2, 6, 8, 10, 12, 14, 18
ng mL™) e 3 mL de solugdo de vanilina 10 mg mL"', 70 % 4cida. O produto dessa
reacdo possui cor avermelhada. Logo apos, fez-se a leitura das absorbancias no
comprimento de onda de 500 nm em um espectrofotometro. Realizou-se 0 mesmo com
as amostras em triplicata. Assim, utilizando-se da curva de calibragdo, determinou-se a
quantidade de taninos condensados na amostra em mg de equivalentes de catequina

(EC) por g de extrato (MORALIS et al., 2008).
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3.6.2. Determinacao da atividade antioxidante

3.6.2.1. Método do sequestro do radical livre DPPHe

O método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1picrilidrazila (DPPHe)
(YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001) foi realizado fazendo-se a reagdo dos compostos
fendlicos presentes em cada uma das amostras e o respectivo radical. O branco ¢
realizado com a substituicilo do DPPHe por metanol ¢ o controle ¢ feito com a
substitui¢do das amostras por metanol. O acido ascérbico foi utilizado como controle
positivo.

O ensaio foi iniciado com 75 pL de amostras em metanol (3 mg mL™),
solubilizadas em 225 pL de solugdo metandlica de DPPHe (0,06 mmol L™). A mistura
foi incubada a 30° C, ao abrigo da luz, por 20 min. A redu¢do na absorbancia da mistura
foi medida em espectrofotometro a 517 nm. O calculo da porcentagem da capacidade
antioxidante (CA), correspondente a porcentagem de DPPHe ‘“sequestrado”, foi
determinado pela Equagdo 1. Todas as leituras foram feitas em duplicatas e os
resultados desse teste foram expressos em concentracao efetiva (CEsg), que representa a

concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPHe.

Equagdo 1 - Capacidade antioxidante

Abscmzrro!s - (Abs
CA (%) =

amostra - Absb?"ﬁ?!ﬂﬂ] . 1':":.
Abs

controele

Fonte: a autora, adaptado de Yildrim, Mavi, Kara (2001)

3.6.2.2. Método de Capacidade Antioxidante de Radicais de Oxigénio (do inglés
“Oxygen Radical Absorbance Capacity”, ORAC)

Todos os reagentes foram preparados em tampéo fosfato, pH 7,4 (75 mmol L™).
As amostras foram diluidas em metanol 0,1 mg mL" e entdo 150 pL foram incubados
em microplaca preta, com 25 pL de fluoresceina (8,5 x 10> mmol L") em temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida, 30 uL. de AAPH (dicloridrato de 2,2’-azobi-2-

metilpropionamidina) (153 mmol L") foram adicionados a mistura para iniciar a reagéo.
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A fluoresceina ¢ utilizada nesse ensaio como uma sonda para indicagdao da
reacdo. A intensidade de fluorescéncia (485 nmey / 528 nmey) foi medida a 37 ° C a
cada um minuto e meio, durante 90 minutos ¢ o decaimento da fluorescéncia dessa
molécula foi medida calculando a area sob a curva. As leituras foram realizadas em
triplicata, a capacidade antioxidante foi determinada usando uma curva de calibragao
analitica, construida com Trollox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano2-carboxilico) no
lugar das amostras e, o acido ascorbico foi utilizado como controle positivo (PRIOR et

al., 2003).

3.6.2.3. Método do Poder Antioxidante da Reducdo Férrica (do inglés “Ferric
Reducing — Antioxidant Power”, FRAP)

Para o experimento prepara-se uma solucdo tampao acetato de sodio (pH= 3,6) e
uma solugdo de cloreto férrico 20 mmol L™. Também ¢ preparado uma solu¢io de HCI
40 mmol L, e uma de 2,4,6-tris(2-priridil)-s-traizina (TPTZ) 10 mmol L™ em HCI. O
preparo do reagente de FRAP ¢ realizado misturando-se na propor¢ao 10 : 1 : 1 as
solugdes tampao acetato, TPTZ acido e cloreto férrico. Para a quantificacao se faz
necessario uma curva analitica que foi realizada com Trollox. Acido ascorbico foi usado
como controle positivo. Um branco foi realizado com as amostras / controles para
reduzir a contribui¢cdo da cor para a absorbancia.

Na microplaca transparente reagiu-se 10 pL amostra 1 mg mL™" (ou Trollox em
diferentes concentragdes conhecidas) + 25 pL 4gua + 250 pL do reagente de FRAP e,
essa mistura foi deixada incubada por 6 minutos a 37 °C. A absorbancia foi medida a
593 nm no espectrofotdometro e a atividade antioxidante foi determinada usando uma
curva analitica, em pmol de equivalente de trollox por grama de extrato (umol ET g™)

(BENZIE; STRAIN, 1996).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Rendimento das extracoes e particoes

Partindo-se da massa de 376,93 (+ 0,01) g de folhas secas e trituras realizou-se

as extragdes por maceragdo utilizando os solventes hexano e etanol sequencialmente.
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Obteve-se o extrato hexanico e etandlico, EH e EE brutos, respectivamente. As massas e

rendimentos das extra¢des estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Massas e rendimento das extragoes dos extratos brutos

Amostra Massa obtida (£ 0,0001) g Rendimento (%)
EH 12,6760 3,36
EE 17,2378 4,57

EH: Extrato hexanico; EE: Extrato etandlico

Fonte: a autora

No procedimento utilizando-se solvente hexano ¢ esperado que todos os
compostos organicos apolares de cadeia longa, como os acidos graxos, sejam extraidos.
Jano EE, ¢ esperada a extragao de todos os outros compostos com carater mais polares
presentes no material vegetal. Sendo assim, para um melhor direcionamento nas
analises e estudo subsequentes fez-se particdes do EE bruto com diferentes solventes
para separar os compostos em uma escala de polaridade.

Armazenou-se 2,0053 (£ 0,0001) g do EE bruto e, com 15,2325 (+ 0,0001) g
realizaram-se as particdes liquido-liquido desse extrato em diclorometano e acetato de
etila, nessa ordem, fazendo uma escala crescente de polaridade dos compostos ja
presentes no EE. Ao final desses procedimentos, obteve-se um residuo que foi
denominado parti¢do aquosa (PAq). Nessa particdo sdo esperados os compostos mais
polares encontrados nas folhas da planta estudada. A Tabela 5 resume os resultados
obtidos nas parti¢des realizadas.

Tabela 5 - Massa e rendimento das parti¢des feitas com EE bruto

Particao Massa obtida (= 0,0001) g Rendimento alcancado (%)
PD 5,4125 35,53
PA 1,1859 7,79
PAq 3,1286 20,54

PD: particao diclometano; PA: particdo acetato de etila; PAQ: particdo aquoso

Fonte: a autora
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Considerando os percentuais de rendimento massico apresentado nas Tabelas 4 ¢
5, o EE bruto apresentou maior rendimento que o EH, mostrando a maior quantidade de
substancias polares no material vegetal. A amostra com maior rendimento ¢ a PD,

seguida pela PAq, constatando a presenca de substancias polares.

4.2. Prospeccao Fitoquimica para analise qualitativa de metabdlitos secundarios

Realizou-se a prospeccao fitoquimica como forma de mapear as possiveis
classes de metabolitos especiais presentes na planta estudada. Dessa forma, foi feito
uma analise qualitativa utilizando a CCD para identificar as classes presentes em cada
uma das amostras. A fase estacionaria utilizada em todos os testes foi placa de silica gel
60 G e as fases méveis foram utilizadas duas combinagdes de solventes em proporgdes
diferentes dando a caracteristica de mais ou menos polar. O resultado desses ensaios
esta exposto na Tabela 6 a seguir, mostrando a intensidade de resposta de cada uma das

classes.

Tabela 6 - Prospecgao fitoquimica dos extratos e fragdes das folhas da Psidium myrtoides

Compostos Flavonoides  Terpenos, Terpenos, Alcaloides
fenolicos esteroides esteroides,
gerais fendis e
acucares
Sulfato \p ppg  Liebermann- . ldeido  ICPt  Dragendorff
Amostras Cérico Buchard
EH + + + + - -
EE + + ++ +++ - -
PD + + ++ +++ - -
PA ++ +++ + ++ - -
PAq + + + ++ - -

EH: Extrato hexanico; EE: Extrato etandlico; PD: parti¢ao diclometano; PA: particdo acetato de etila;
PAq: particio aquoso; NP/PEG = difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol 4000; ICPt =

iodocloroplatinado. — ausente; + intensidade fraca; ++ intensidade média; +++ intensidade forte

Fonte: a autora

Analisando a Tabela 6 observa-se que em todas as amostras foi detectada a

presenca de compostos fenolicos, utilizando o sulfato cérico como revelador. E



40

importante destacar que a parti¢do acetato de etila demonstrou maior intensidade de
sinal frente as outras amostras. Além disso, ndo foi notada a presenga de alcaloides em
nenhuma das amostras de P. myrtoides pelos métodos utilizados.

Ao utilizar o revelador NP/PEG, foi possivel perceber que PA ¢ a amostra com
maior quantidade de flavonoides, seguida por todas as outras amostras em mesma
intensidade. A grande quantidade de flavonoides na PA pode ser explicada pela
polaridade dos compostos presentes nessa amostra. A PAq ¢ mais polar que a PA, no
entanto, trata-se de uma particdo residual dos processos de fracionamento do EE bruto,
podendo conter uma diversa quantidade de compostos residuais decorrente das
extragdes liquido-liquido anteriores.

Terpenos e esteroides foram detectados nos dois reveladores utilizados para tal
anélise, Liebermann-Buchard e Anisaldeido. E interessante ressaltar que com o uso do
segundo revelador a intensidade da resposta foi maior em quase todas as amostras,
exceto no extrato hexanico. A diferenga na intensidade pode ser explicada porque o
anisaldeido também revela agucares e alguns compostos fendlicos. Esse perfil na
intensidade de sinais ocorreu pelo aumento da quantidade de classes de substancias
reveladas nesse ensaio fazendo com que o a intensidade do sinal aumentasse. A
justificativa para ndo ocorrer o0 mesmo no extrato hexanico pode ser pelo fato de que
essa amostra possui os compostos mais apolares das folhas da P. myrtoides, e, por isso,
o sinal observado trata-se majoritariamente dos agucares ali extraidos. Isso pode ser
verificado também analisando a intensidade fraca (+) em todos os ensaios positivos
realizados com o EH bruto, qualquer que seja o revelador e classes analisadas.

De modo geral, pode-se afirmar que o EH ¢ a amostra mais pobre em
metabolitos secundarios e a PA ¢ aquela mais rica destes. A parti¢cao acetato de etila foi
a amostra com o menor rendimento massico percentual dentre as particdes e mesmo
assim obteve bons resultados no que diz a identificagdo de classes de metabolitos

secundarios.
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4.3. Atividade Antioxidante

Para a analise de atividade antioxidante fez-se necessariamente a quantifica¢do de
compostos fenolicos presentes nas amostras de P. myrtoides. Em seguida, foram

realizados ensaios de atividade antioxidante por trés métodos diferentes.

4.3.1. Quantificacdo de metabolitos secundarios
Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com a metodologia
apresentada em 3.6.1. e a curva de calibragdo utilizando o 4cido galico esta representada

na Figura 12, com equacao de reta y = 0,0043x + 0,0797 e correlagdo linear boa (R? =

0,9982).

Figura 12 - Curva analitica do acido galico para determinagdo dos compostos fendlicos totais
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Fonte: a autora

A reacdo caracteristica entre o reagente de Folin-Ciocalteau e o acido galico

estdo representadas na Figura 13.

Figura 13 - Reagdo entre acido galico e reagente Folin-Ciocalteau

COOH Coo" CoOo

Na,CO B+ +
23 + 2 Mo +2H

HO OH HO OH o) OH
OH OH 0

Fonte: a autora, adaptado de DE OLIVEIRA et al., 2009
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O reagente de Folin-Ciocalteau possui em sua composi¢ao quimica o acido
fosfomolibdico (H3PMo0;,040) € o acido fosfotingstico (H3PW,04), que possuem
coloracdo amarela (PIRES et al., 2017). A quimica que acontece nessa reagdo nao ¢
trivial (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999), porém,
basicamente o que acontece ¢ a sequéncia de varias redugdes e formacao de 6xidos de
tungsténio (Ws0;3) e de molibdénio (MogO,3). E, a adicdo de um elétron, de forma
radicalar, a um orbital ndo ligado provoca a reducdo de unidades nominais de cor azul
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Portanto, de modo
geral, essa reacgdo trata-se de uma oxirredugao em que carbonos com estado de oxidagao
+1, se torna +2 e, fons Mo®", proveniente do RFC, s3o reduzidos a Mo>*. A ocorréncia
da reagdo ¢ observada pela mudanca de cor de amarelo para azul quando ha a formagao
do ion Mo™".

A reagdo que ocorre na quantificacdo de flavonoides estd mostrada na Figura 14.
Essa reagdo consiste na complexacao entre o cloreto de aluminio e a quercetina, na qual

y c AL . + , . .
os atomos de oxigénio faz um ataque nucleofilico ao AI**, um 4cido de Lewis.

Figura 14 - Esquema representativo da reagao de determinagdo de flavonoides

Cl

\
~Cl

Quercetina Quercetina-AP*

Fonte: Mabry et al. (1970) apud Peixoto Sobrinho et al. (2012)

A curva de calibracdo foi realizada utilizando da quercetina como padrdo. Ela
esta representada da Figura 15, com correlagdo linear de R* = 0,9945 e equacdo de reta

y =0,0309x + 0,0942.
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Figura 15 - Curva analitica de quercetina para determinagio de flavonoides

y =0,0309x + 0,0942
09 R2=0,9945
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Fonte: a autora

Para a determinagdo dos teores de taninos condensados foi feita uma curva de
calibragdo com concentragdes conhecidas de catequina, uma substancia dessa classe de

compostos fendlicos (Figura 16).

Figura 16 — (a) estrutura quimica da Catequina (estrutura basica de um tanino condensado), (b)
estrutura modelo de tanino condensado

(b)

(a)

Fontes: (a) Sigma-Aldrich, (b) a autora, adaptado de Salminen; Karonen;

O método da vanilina ¢ empregado com o objetivo de detectar uma classe mais
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limitada de compostos fenolicos que apresentam uma ligagdo simples na posi¢ao 2,3 e
grupos hidroxila em posi¢des alternadas no anel A, embora possa detectar tanto
flavonoides monoméricos quanto  poliméricos. Neste método, tanto as
leucoantocianidinas (catequinas) quanto as proantocianidinas (taninos condensados)
reagem com a vanilina na presenca de H,SO4 para produzir um produto de condensacao
vermelho, que ¢ detectado espectrofotometricamente. A curva estd representada na
Figura 17 com boa correlacao linear de R? = 0,9967 e equacao de reta y = 0,0271x +

0,1538.
Figura 17 - Curva analitica de catequina para determinac¢do de taninos condensados
0,7

0,6
0,5

y=0,0271x + 0,1538
R*=0,9967

Absorbancia
oS o0 o090
= N W b

o

0 5 10 15 20

Concentragdo catequina (ug mL™!)

Fonte: a autora

A reagdo entre a vanilina e um composto geral dessa classe esta representada na
Figura 18, exemplificando o que aconteceu no meio reacional para a determinacgdo

desses teores.

Figura 18 - Reacdo de determinagdo dos teores de taninos condensados na planta Psidium myrtoides

CH
Tanino Condensado 0;3/ Produto da reagio

(cor vermelha)

Fonte: a autora, adaptado de SCHOFIELD, 2001
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Os resultados dos teores de fenois totais, flavonoides e taninos condensados de

cada amostra estdo expostos na Tabela 7.

Tabela 7 - Determinacdes dos teores de compostos fenolicos e as duas principais classes nas
folhas da Psidium myrtoides

Fenois Totais Flavonoides Taninos Condensados
Amostras mg EAG/g extrato mg EQ/g extrato mg EC/g extrato
+ Desvio Padrao + Desvio Padrao + Desvio Padrao
EH 302,3 £29,5 190,2 +£2,0 1440,6 + 33,8
EE 643,3 £ 80,1 310,2 +£20,7 1744,6 + 103,3
PD 364,1 + 63,6 366,3 £ 71,0 827,2 +£53,1
PA 1948,1 + 53,7 682,3+71,2 547,7 £118,1
PAq 605,0 + 77,3 71,1 £5,4 941,3 £ 60,3

EH: Extrato hexanico; EE: Extrato etandlico; PD: parti¢do diclometano; PA: particdo acetato de etila;

PAq: parti¢do aquoso

Fonte: a autora

Com esses dados, € possivel perceber que, comprovando o mapeamento
realizado na prospeccdo fitoquimica, foram encontrados compostos fenolicos em todas
as amostras em maior ou menor grau. Entre os extratos, o EE foi aquele que apresentou
maior teor dessas substancias. Isso ¢ explicado pelo fato de que o etanol, sendo um
solvente mais polar, extraiu os compostos com as caracteristicas de polaridade mais
acentuadas frente ao hexano. Desse modo, o teor de fenois totais no EE bruto ¢ mais que
o dobro do teor encontrado no EH (solvente apolar).

Seguindo este raciocinio, ¢ possivel perceber que, todas elas possuem
significativos teores de compostos fendlicos. A PA apresentou maiores taxas de
compostos fendlicos totais e de flavonoides. Por outro lado, a PAq € a parti¢ao que
possui maiores teores de taninos condensados, seguida da PD.

Uma investigacdo pertinente a ser feita ¢ comparar o perfil dos teores dos
metabolitos secundarios da espécie estudada ou, pelo menos, do género e familia da
mesma. Isso seria importante para confrontar os resultados dos teores quantificados com

a literatura. H&4 alguns estudos nesse sentido. Entretanto, hd diversidades nos
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procedimentos de extracdo e quantificacdo desses metabolitos e também na amostra
biologica utilizada.

Fetter et al. (2010) fizeram os extratos dos frutos de duas espécies do género
Psidium; araga-amarelo e aragd-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine) e araga-pera
(P. acutangulum D.C.) e determinaram a quantidade de composto fendlicos totais
também com a reagdo com RFC, mas utilizando o acido clorogénico como padrao. Ja
Nascimento, Araujo, Melo (2010) trabalharam com os residuos agroindustriais da
goiaba (Psidium guajava L.) e os teores de fenolicos totais foram expressos em pg
equivalente de catequina mL™ de extrato. Nesse trabalho, os autores utilizaram outros
solventes para a extracdo dos compostos presentes nos residuos (acetona, metanol,
etanol e agua). Carvalho Junior et.al. (2014) também quantificaram os teores de
compostos fenodlicos totais e de flavonoides nas folhas e nos galhos da Eugenia
copacabanensis Kiaersk, da familia Myrtaceae. Os resultados encontrados nesses

estudos citados estdo expostos na Tabela 8, a seguir.

Tabela 8 - Resultados comparativos da literatura para quantificacdo de compostos fendlicos

Material Planta

Referéncia utilizado  Utilizada Extrato Resultados Unidade
A 294,51
—  mgEACg
(FETTER et Frutos B Metanolico 668,63 100g "' amostra
al., 2010) ’
fresca
C 1851,38
(NASCIMEN Hidroacetonica  5317,27
Residuo . 1 -1
TO; Hidrometanodlico  2176,46 ug em EC mL
ARAUIJO; ingﬁgr-ial D Hidroetanolico 514,23 de extrato
MELO, 2010) Aquoso 498,8
EMf 375,49
FH 58,28 mg EAG g
Folhas FD 118,99 folhas
(CARVALHO FB 855,76
JUNIOR et E EMg 779,90
al., 2014) ol FD 635,19 mg EAGg'l
athos FAE 970,32 galhos
FB 845,57

A: Araga-amarelo (P. cattleyanum Sabine); B: Araga-vermelho (P. cattleyanum Sabine); C: Araga-pera
(P. acutangulum D.C.); D: Psidium guajava L.; E: Eugenia copacabanesis; EM: extrato metanolico;
EACg: equivalente de acido clorogénico; EC: equivalente de catequina; EMf: extrato metanolico das
folhas; FH: fragdo hexanica; FD: fragdo diclorometano; FB: fracdo n-butanol;, EMg: extrato metandlico
nos galhos; FAE: fragdo acetato de etila; EAG: equivalente de acido galico

Fonte: a autora
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A partir destes resultados, observa-se que os resultados dos teores de compostos
fenolicos das folhas de P. myrtoides, do presente trabalho, sdo superiores, de forma
geral, aos teores das folhas de Eugenia copacabanesis, bem como dos demais materiais
mostrados na Tabela 8. Esse mesmo perfil ¢ observado nos teores de flavonoides

quantificados por Carvalho Junior et al. (2014).

4.3.2. Determinac¢ao da atividade antioxidante
4.3.2.1. Método do sequestro do radical livre DPPH"

O radical livre DPPH" é um radical estavel, que pode se estabilizar fazendo
conjugagdo com os atomos de nitrogénio e também por meio da ressonancia com o0s
anéis aromaticos da sua estrutura. Na Figura 19 ¢ mostrada as possiveis estabilizacdes

do radical DPPH.

Figura 19 — Estruturas de ressonancia do radical DPPH"

N
:»IK:} | 0 o
= J 1 L
O;MN ~A_MNO: - N o N\\ - O:N /N ~
o o
NO; MO,

NO,

Fonte: adaptado de Oliveira (2015) apud (NUNES, 2016)

A reagdo que ocorre no método do sequestro do radical livre DPPH" pode se dar
de duas formas, seja pela transferéncia de elétron ou pela transferéncia de H. Quando ha
a transferéncia de um atomo de hidrogénio, a solugdo de DPPH’ de cor violeta escuro
reage na presenca de uma substancia antioxidante resultando na hidrazina (DPPH-H) de

cor amarela. Na Figura 20, mostra-se uma reagdo geral do que ocorre nesse ensaio.



48

Figura 20 - Reacdo geral do método do sequestro do radical DPPH

rw
Q - Q
IN NO, ——> N NO; + A*
@ H
DPPH (violeta) Hidrazina (amarelo)

Fonte: adaptado de Oliveira (2015) apud (NUNES, 2016)

Ao que diz respeito a solugdo de DPPH’, nesse experimento foi utilizada a
solu¢do metanolica de DPPH" e, isso é mostrado como vantagem na revisdo de Oliveira
(2015), isso porque ha uma interacdo com o hidrogénio do alcool e o nitrogénio entre os
anéis aromaticos (Figura 21), deixando a carga eletronica do radical mais concentrada

no outro atomo de nitrogénio apenas aumentando a reatividade do radical.

Figura 21 — Interagdes do radical livie DPPH" com o solvente metanol e com moléculas
antioxidante

HaC,
H A CH3

A
O SoN ON
.H
NO; — N— T NC, + A®
@ H

Fonte: adaptado de Oliveira (2015) apud (NUNES, 2016)

\/
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O método do sequestro do radical DPPH" é bastante empregado para a analise da
capacidade antioxidante de compostos porque ndo € necessdria a geragao de espécies
radicalares, € bastante sensivel, preciso, rapido e simples. Esse método foi desenvolvido

por Blois em 1958 e modificado em 1995 por Brand-Williams; Cuvelier; Berset, os
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quais implementaram o termo concentracdo eficaz ou efetiva (CEsp), ou seja, a
concentragdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais de DPPH".

Os valores de CEsy de cada amostra estdo mostrados na Tabela 9. As analises
mostraram que tanto o extrato quanto as partigdes, apresentaram indices muito bons de
concentragdes efetivas (CEsp). Na Figura 22, podem-se observar, graficamente, também

os resultados das analises.

Figura 22 - Representacdo grafica dos resultados de atividate antioxidante pelo método de
sequestro do radical DPPH’

;;5 100+
T
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= -+~ EE
<
o 404 -+ PD
=
T - PA
S 201
U 0 L] T T T T 1
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Concentragdo (pg mL-1)

Fonte: a autora

Tabela 9 — Resultados de CEs, pelo método de sequestro do radical DPPH"

1 Grau de atividade
Amostras CEso (pg mL") antioxidante
Acido ascorl.:n.co 0,03 + 0,02 B
(controle positivo)

EH 15,63 £2,99 Elevada

EE 8,26 1,76 Elevada

PD 61,02 + 8,69 Moderada

PA 3,45+0,48 Elevada
PAq 5,45+0,81 Elevada

Fonte: a autora; = Reynertson, Basile ¢ Nennely (2005).

Nesse experimento foi possivel determinar que a amostra com maior capacidade

antioxidante se trata da PA, ja que a CEs( para sequestrar radicais DPPH" foi a menor
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(3,45 pg mL™"), seguida da PAq e EE, significando que com pouca quantidade de
extrato de P. myrtoides € possivel ter agdo antioxidante intensa. Isso pode ser explicado
pela possivel presenca de maior quantidade de substancias redutoras nessas amostras
(carotenoides, compostos fenolicos, vitaminas A, C e E, por exemplo) e assim, os
radicais livres as oxidam.

Os resultados também indicam que, aumentando a polaridade do solvente, o
potencial antioxidante do extrato/particdo também aumenta. Tanto o extrato etandlico
quanto as particoes mais polares (acetato de etila, ¢ o residuo metanol-dgua)
apresentaram valores elevados CEsy para a folha de P. myrtoides. A particio em
diclorometano foi a que apresentou menor atividade antioxidante, ainda que em grau
moderado. Segundo Reynertson, Basile e Nennely (2005), a intensidade da atividade
antioxidante pode ser correlacionada com o valor obtido de CEs), de acordo com o

mostrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Correlagdo da AA e concentracio efetiva pelo método de DPPH®

CEso DPPH (pg mL™) Intensidade da AA
<50 Elevada
50-100 Moderada
100 - 200 Baixa
> 200 Inativa

AA: atividade antioxidante

Fonte: a autora, adaptado de Reynertson, Basile e Nennely (2005)

Dessa forma, com exce¢dao da PD todas as amostras obtiveram AA elevada. O
extrato hexanico (apolar) também apresentou elevada atividade antioxidante pelo
método do sequestro de radicais DPPH’, em concordincia com o teor de fenois totais

encontrado neste extrato.

4.3.2.2. Método de Capacidade Antioxidante de Radicais Oxigenados (do inglés
“Oxygen Rdical Absorbance Capacity”,- ORAC)

O método ORAC analisa a capacidade antioxidante desconhecida de

determinada substancia. Este ensaio usa a molécula de fluoresceina (Figura 23-a) como
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uma sonda fluorescente, isso porque seu sinal de fluorescéncia diminui na presenca de
oxidantes. Entdo, ¢ utilizado um gerador de espécies reativas de oxigénio (ERO), o
AAPH (Figura 23, b), que apos sua decomposicao térmica produz radicais livres peroxil
(ROOQe). A adigao de um antioxidante faz com que haja a absor¢ao das EROs que foram
geradas e, com isso o sinal de fluorescéncia da sonda nao decaia. O antioxidante Trollox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) (Figura 23, c), ¢ utilizado

como padrdo para a determinacao da capacidade antioxidante das amostras.

Figura 23 - Formulas estruturais (a) Fluoresceina; (b) AAPH (dicloridrato de 2,2’-azobi-2-
metilpropionamidina); (c) Trollox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico)

(a) (b)
HO O 0O
ol
= NH
H,N N\m% 2
COOH
NH
-2 HCI
(©)

CHj
HO O

OH

CHj

Fonte: NIST - National Institute of Standards and Technology

A curva analitica construida com o Trollox estd representada na Figura 24 e, os

resultados estdo na Figura 25, a seguir.
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Figura 24 - Curva de calibracdo de Trollox para determinagdo da Capacidade antioxidante dos
extratos e partigoes da P. myrtoides pelo método ORAC
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Fonte: a autora

Figura 25 - Resultados da Capacidade Antioxidante pelo método ORAC

3000
2636,8

2500
:[ 2239,9 1 2006.4 12248,2

2000 :[ 1857,7

1670,8
1500
1000

500

Capacidade Antioxidante

Acido EH EE PD PA PAq
Ascorbico *

(*) Acido Ascérbico: controle positivo

Fonte: a autora

Analisando os resultados apresentados anteriormente, observa-se que todas as
amostras obtiveram capacidade antioxidante maior que o prdoprio controle positivo,
realizado pelo 4acido ascorbico. Sendo assim, demonstra-se que os extratos e partigdoes
da P. myrtoides sdo materiais bastante antioxidantes. Os extratos etandlico e aquoso

poderiam ser formulados e investigados farmacologicamente para uso humano.
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4.3.2.3. Método do Poder Antioxidante da Reducdo Férrica (do inglés “Ferric
Reducing — Antioxidant Power”, FRAP)

O método de FRAP baseia-se na medida da capacidade de reducao do ion ferro
da forma férrica para a ferrosa (Fe™ a Fe™, respectivamente), quelado com a molécula
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) (Figura 26), formando o complexo TPTZ-Fe™.
Esse complexo, quando formado, desenvolve uma coloragdo azul bem intensa, com

maxima absor¢dao em 593 nm.

Figura 26 — Molécula de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)
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Fonte: a autora

Para a quantificacdo da capacidade antioxidante pelo método de FRAP, faz a
constru¢do de uma curva de calibragdo em que o padrdo de antioxidante ¢ o Trollox.

Essa curva esta representada na Figura 27 6tima correlagdo linear (R? = 0,9904).

Figura 27 -Curva analitica de Trollox para determinacdo da atividade antioxidante pelo
método de FRAP
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Fonte: a autora
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ApoOs a realizagdo dos testes, a capacidade antioxidantes de cada amostra pdde

ser quantificada e os resultados foram expressos em pg eq Trollox g extrato (Figura
28).

Figura 28 - Resultados da atividade antioxidante de cada amostra pelo método FRAP
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Fonte: a autora

Nesse método, a amostra da parti¢ao acetato de etila também foi a amostra com
maior atividade antioxidante, inclusive chegando proximo do valor da concentragdo (ug
eq Trollox g extrato) requerida pelo cido ascérbico (controle positivo). Em seguida a
amostra com maior atividade antioxidante ¢ a PAq e isso pode ser explicado pela
polaridade dos compostos presentes (compostos fenolicos) solubilizados nessas
amostras polares.

Nesse ensaio, inicialmente as moléculas de TPTZ se quelam ao ion férrico
formando o complexo férrico, o regente de FRAP a esquerda na Figura 28. E entdo, o
poder antioxidante das amostras ¢ medido pela capacidade em que ele tem de se reduzir

. \ 2+ ~ , .
o fon a Fe” . Essa reacdo est4 representada na Figura 29.

Figura 29 - Reagio do complexo TPTZ-Fe’* com compostos antioxidantes
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Fonte: RESEARCHGATE, 2019
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5. CONCLUSOES

Algumas classes de metabolitos especiais (fenois, flavonoides, terpenos,
esteroides e acucares, por exemplo) foram identificadas nos extratos e parti¢gdes das
folhas de P. myrtoides pela prospeccao fitoquimica. A particdo acetato foi aquela que
apresentou maiores teores de compostos fenolicos totais e de flavonoides, seguida da

parti¢ao aquosa.

Nos testes para quantificagdo da capacidade antioxidante, a parti¢do acetato de
etila apresentou os melhores resultados dentre todas as amostras nos testes do sequestro
do radical DPPH e também no método FRAP. No ensaio do método de ORAC, as

parti¢cdes acetato de etila e diclorometano foram aquelas com os melhores resultados.

Os resultados da atividade antioxidante das folhas de P. myrtoides sao promissores
€ merecem uma maior investigacdo quimica e farmacoldgica, para melhor

aproveitamento desta planta do Cerrado para uso humano.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
Esse trabalho pode ser continuado em algumas frentes de estudo, por exemplo:

e Separagao e isolamento dos compostos extraidos nessas amostras, usando
cromatografia de coluna para realizar o fracionamento das particdoes e
cromatografia gasosa acoplada ao detector de massas (CG-EM) para realizar a
separacdo e identificacdo das espécies;

e Caracterizacdo dos compostos utilizando-se de técnicas com ressonancia
magnética nuclear (RMN);

e Avaliagdo da atividade dos compostos isolados com interesse em saber se as
atividades antioxidantes e antimicrobianas possuem efeito sinérgico ou se trata
apenas de um ou alguns compostos presentes ali em maiores concentragdes

e (aracterizagao dos compostos presentes no extrato e fragdes por CLAE-EM
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