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RESUMO

O Cerrado possui frutiferas nativas pouco conhecidas e pesquisadas, contemplando possiveis
fontes de metabdlitos secundarios com importantes propriedades fitoquimicas a serem
exploradas. Assim, este trabalho buscou avaliar a capacidade sequestradora dos radicais livres
DPPH, ABTS, reducido do Complexo de Fosfomolibdénio e quantificar compostos fenolicos,
flavonoides, antocianinas e carotenoides totais nos extratos aquosos dos frutos das espécies
vegetais Campomanesia adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia e C. sessiliflora
encontradas no Cerrado na Regido do Alto Paranaiba em Minas Gerais. O teor de compostos
fendlicos foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, flavonoides e antocianinas totais
pelo de Lees e Francis (1972) e carotenoides totais pelo de Lichtenthaler (1987). O extrato de
C. guazumifolia apresentou maiores indices de compostos fendlicos (2.953,42 + 141,22 mg
EAG 100 g '), flavonoides (43,17 + 2,25 mg 100 g!), antocianinas (7,96 + 0,38 mg 100 g},
carotenoides (64,06 = 12,55 mg g‘l) e de atividade antioxidante pelo DPPH (568,3 mg EBHT
gy e ABTS (105,3 mg EBHT g), evidenciando elevado potencial anti-radicalar in vitro. C.
adamantium também demonstrou resultados significativos de fendlicos (1.547,44 + 79,49 mg
EAG 100 g, flavonoides (36,63 + 0,17 mg 100 g!), antocianinas (1,74 + 0,10 mg 100 g,
carotenoides (20,65 + 0,43 mg g' ), DPPH (49,1 mg EBHT g!), ABTS (83,7 mg EBHT g'') e
complexacio do fosfomolibdénio (105,1 mg EBHT g') evidenciando elevado potencial
redutor. Sendo assim, os extratos de C. guazumifolia e C. adamantium apresentam-se
potencialmente promissores para a atividade antioxidante podendo ser utilizados na prevengao

e tratamento de patologias relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios. Radicais livres. Gabiroba. Compostos bioativos.



ABSTRACT

The Cerrado has little-known and researched native fruits, contemplating possible sources of
secondary metabolites with important phytochemical properties to be explored. Thus, this work
sought to evaluate the scavenging capacity of DPPH, ABTS free radicals, reduction of the
Phosphomolybdenum Complex and to quantify phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins
and total carotenoids in the aqueous extracts of the fruits of the plant species Campomanesia
adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia and C. sessiliflora found in the Cerrado in the
Alto Paranaiba Region in Minas Gerais. The content of phenolic compounds was determined
by the Folin-Ciocalteu method, total flavonoids and anthocyanins by Lees and Francis (1972)
and total carotenoids by Lichtenthaler (1987). The C. guazumifolia extract showed higher levels
of phenolic compounds (2,953.42 + 141.22 mg EAG 100 g 1), flavonoids (43.17 £2.25 mg 100
g1, anthocyanins (7.96 + 0.38 mg 100 g!), carotenoids (64.06 = 12.55 mg g!) and antioxidant
activity by DPPH (568.3 mg EBHT g') and ABTS (105.3 mg EBHT g !), showing high anti-
radical potential in vitro. C. Adamantium also demonstrated significant results for phenolics
(1,547.44 £79.49 mg EAG 100 g™'), flavonoids (36.63 = 0.17 mg 100 g!), anthocyanins (1.74
+0.10 mg 100 g1, carotenoids (20.65 + 0.43 mg g'), DPPH (49.1 mg EBHT g''), ABTS (83.7
mg EBHT g!) and phosphomolybdenum complexation (105.1 mg EBHT g') showing a high
reducing potential. Thus, the extracts of C. guazumifolia and C. adamantium are potentially
promising for antioxidant activity and can be used in the prevention and treatment of

pathologies related to oxidative stress.

Keywords: Secondary metabolites. Free radicals. Gabiroba. Bioactive compounds.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

FIGURA 1. Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg ........ccocceeverniiniiniiininneene. 19
FIGURA 2. Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg ........ccocceeveeiviininiciniicncenn 20
FIGURA 3. Frutos de Campomanesia lineatifolia Ruiz e Pav. (Myrtaceae) .......................... 22
FIGURA 4. Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos ........ccccceeeeenieniieenieniienieeieeeeee 24
FIGURAS. Esquema simplificado das rotas biossintéticas envolvidas na producdo de
COMPOSLOS TENOIICOS. ..eeueviieiiieeiiieeitee ettt st e sttt e st e e s beeesabeeesabeessreesnseeenns 30
FIGURA 6. Estrutura e numeracao basica de um flavonoide ..........ccecevvveeveeiieiiiiiiinneenneeenn. 31

FIGURA 7. Representacdo da estrutura quimica das principais antocianidinas em alimentos
.................................................................................................................................................. 33

CAPITULO 2

FIGURA 1. Teor de compostos fendlicos totais utilizando as amostras (ADA - C. adamantium, LIN -
C. lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa) ¢
GZU - C. guazumifolia. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 2. Teor de flavonoides totais utilizando os extratos (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora — Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU
- C. guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 3. Teor de antocianinas totais dos extratos analisados das espécies (ADA - C. adamantium,
LIN - C. lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora — Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa
Formosa, GZU - C. guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 4. Teor de carotenoides totais utilizando os extratos (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora — Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU
- C. guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de



probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 5. Porcentagem da atividade antioxidante das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora — Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU
- C. guazumifolia) nas concentragdes (312,5, 625, 1.250, 2.500, 5.000 e 50.000 pg mL™") pelo método
do DPPH'. Médias seguidas pela mesma letra, maiusculas para comparar a concentragdo entre as
amostras ¢ minusculas para comparar a concentracdo dentro de cada amostra, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 6. Porcentagem da atividade antioxidante das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU-
C. guazumifolia) pelo método do ABTS, nas concentragdes (312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000
pug mL™"). Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar a concentragdo entre as
amostras ¢ minusculas para comparar a concentracdo dentro de cada amostra, ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-

FIGURA 7. Absorbancia das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C. lineatifolia, SESSPT - C.
sessiliflora — Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU - C. guazumifolia) pelo
método do Complexo fosfomolibdénio, nas concentragdes (312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 pg
mL ). Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar a concentragdo entre as amostras
e minusculas para comparar a concentracdo dentro de cada amostra, ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade pelo teste de Scott-



LISTA DE TABELAS
CAPITULO 2
TABELA 1. Espécies de Campomanesia spp. Testadas e respectivos nimeros de registro das

EXSICALAS ©uvveneeeeeeeitreieeeeeeeeettta e eeeeeeeeettasaaaeseeeesssaaaasaeeeeessssaaanansseeessssaannsssssesssssnnnnssseesssannns 2

TABELA 2. Contetido de compostos fendlicos totais (mg EAG 100 g!) em espécies de
Myrtaceae e do Cerrado Brasileiro (polpa € frutos).......cooveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeicceceeeee 8

TABELA 3. Matriz de Correlacdo entre as varidveis Compostos Fendlicos, Flavonoides,
Antocianinas e Carotenoides Totais com a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS
e Complexo de Fosfomolibdénio das espécies de Campomanesia spp. analisadas

TABELA 4. Valores das atividades antioxidantes das espécies vegetais analisadas do género
CAMPOMANESTA SPP. <.ttt ettt ettt et e et e s it e s bt e e s eabeeseabeesanbeesnreeeas 20



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

o Alfa

AA% Atividade antioxidante
AAT Atividade antioxidante total
ABTS 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-acido sulfénico
AT Antocianinastotais

ATP Adenosine triphosphate

B Beta

BHA Butil-hidroxianisol

BHT Butil-hidroxitolueno

CAT Catalase

CEso Concentracgdo eficiente

°C Graus Celsius

Cla Clorofila a

Cly Clorofila b

cm Centimetro

Cu?* Cobre oxidado

Cu’* Cobre reduzido

DNA Acido Desoxirribonucleico
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Dra Doutora

Dr Doutor

& Simbolo usado para substituir a conjung¢ao aditiva "e"



EAG Equivalentes de 4cido Gélico

EBHT Equivalentes de BHT

ER Equivalentes de Rutina

ERO Espéciereativa de oxigénio

et al Dolatin et alii - e outros; e colaboradores
FAO Food and Agriculture Organization

Fe?* Ferro oxidado

Fe’* Ferro reduzido

FT Fenolicos Totais

FTT Flavonoides totais

g Grama

GPX Glutationa Peroxidase

H20:2 Per6xido de hidrogénio

HCl Acido Cloridrico

HO?’ Radical hidroperoxila

HUFU Herbario da Universidade Federal de Uberlandia
IDA Ingestaodiariaaceitivel

JECFA Joint Expert Committee on Food Aditives
K Kelvin

Km Quilémetro

Km? Quilémetro quadrado

£ Comprimento de onda

m metro

ug Micrograma

uL Microlitro



pm Micrometro

mg Miligrama

mL Mililitro

mm Milimetro

mmol Milimol

Mo V Molibdénio oxidado

Mo VI Molibdénio reduzido
Mpa Mega Pascal

N Normal

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
nm Nandometro

NO Oxido nitrico

02 Oxigénio singleto

OH’ Radical hidroxila

(01 Anion radical superéxido
PG Propilgalato

pH Potencial Hidrogenidnico
% Porcentagem

RO Radical alcoxila

RO:2 Radical peroxila

RS Rio Grande do Sul

S South

SOD Superdxido Dismutase
Spp- Abreviatura de espécies

TBHQ Terc-butilhidroquinona



Tiol

var.

viv

WHO

Radical de enxofre
Variedade

Volume por volume
West

World Health Organization



SUMARIO

CAPITULO 1

1 INTRODUGAOQ .oucuuiuncurcnscisssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 13
2 REFERENCIAL TEORICO .....ucuvueeceeersessessnsssessessessessssssessssessssssessessessassssssssessassaessosss 15
2.1 Cerrado BraSil@Ir0......ccieuiiieeeiiiieeeeiieee ettt e et e e e et e e e et e e e s e e e esataaeesenraeeeenn 15
2.2 Familia Myrtaceae € 0 GEnero CampOmanesiaQi ..............c.couceeeecueeeniueeensueenneeneeeennneees 16
2.3 RAICAIS TIVICS .eeeeuiiiiieieiiiie ettt ettt e et e et e e e e e e e et e e e e snsaeeeesnsaeeesennsaeeeanns 25
2.4 ANUOXIAANLES ...eeeeeiiiieeeeiiiieeeiteeeeeeieeeeesiitee e et e e e esabeeeeesasaeeesessaeeeasnsseeeesnnssaeesesssseesans 26
REFERENCIAS .coueueumrennsenssensesnsessssesssscssssessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 36
RESUIMO «.couureiiierirnnnienissanrecssssaneecsssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnasss 56
ADSETACE aenneeeniiiniiiiiiteinticsiinsneisntisssiessisssnsssssssseesssssssnsssassssessssssssssssassssassssssssassssssssassssssssass 56
1. INTRODUGAO ..o s s 57
2. MATERIAL EMETODOS ........cooooiiiiiiriiieiieeeieeeieeeessssisesssssses s sssssessens 2
2.2 Analises dos metabdlitos secundéarios e das atividades antioxidantes ....................... 3
2.3 ANAlises eStaAtISTICAS ..........cc.eeiiiiiiiiiiieiieeee et et 6
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......oocoiiiiiiiniieieeineiie et sseseesenns 6
4. CONSIDERACOES FINAIS...........cocoooiiimiieeeeeeeeeeeeeee e esese s 21
5. REFERENCIAS ......coooooiiiiiiiiiie ettt 21

2 ConSIAEragOes FINQAIS ......cccuviiieeiiiiieeeiiie ettt et ee e et e e e e reee e eetaeeeessaeeeeensaaeesessaeaeanns 30



13

CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O Cerrado € o segundo maior Bioma do Brasil ocupando aproximadamente 22% do
territorio nacional (BRASIL, 2019). Esta savana brasileira é detentora de uma vasta
heterogeneidade vegetal, onde é produzida uma diversidade de frutas nativas que possuem
caracteristicas especificas que precisam ser exploradas, bem como analisadas fisico-
quimicamente (CARDOSO, 2011; FLORA DO BRASIL, 2020). Varias espécies botinicas
farmacologicamente ativas do Cerrado sdo utilizadas na medicina popular e agregam valores
expressivos ao conhecimento de compostos bioativos com potencial fitoterapico (RIBEIRO et
al., 2016). Dentre essa diversidade vegetativa, o género Campomanesia, pertencente a familia
Myrtaceae, tem ganhado destaque. Esse gé€nero possui cerca de 31 espécies sendo que os
gendtipos Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg., C. guazumifolia (Cambess.) O.
Berg., C. lineatifolia Ruiz e Pav. (Myrtaceae) e C. sessiliflora (O. Berg) Mattos, conhecidas
popularmente como gabiroba, sete capote, guavira ou champa, gabiroba-verde,
respectivamente, sdo representantes deste Bioma brasileiro (FORZZA, 2010). As folhas, frutos
e mesmo a casca do caule da gabirobeira sdo usados na medicina popular no combate a varias
patologias como desordens do trato urindrio e gastrintestinais; processos inflamatorios e
reuméticos; atividade antimicrobiana; atividade antiproliferativa; antidepressivas e anti-
hiperalgésicas (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; PAVAN et al., 2009; CARDOSO et al.,
2010; FERREIRA et al., 2013; PASCOAL et al., 2014; LESCANO et al., 2016). Tendo em
vista essas potenciais acdes bioldgicas juntamente com a deficiéncia de relatos cientificos para
o uso habitual pela populagdo, essas espécies foram selecionadas para o levantamento de
metabolitos secundarios e atividade antioxidante no presente estudo.

Considerando que os radicais livres sdo a base etioldgica de varias patologias, o
consumo de alimentos com agentes antioxidantes tem sido bastante discutido na literatura na
intencdo de minimizar tais doencas. Os antioxidantes sintéticos utilizados na conservacio dos
alimentos tém demonstrado maleficios aos usuarios como a inducao de efeitos mutagénicos e
cancerigenos limitando a sua utilizacao na alimenta¢do. Considerando este viés, uma alternativa
perante aos transtornos provocados pelos antioxidantes sintéticos, seria 0 uso dos compostos

bioativos encontrados em plantas, frutos e verduras. Os compostos fendlicos e carotenoides
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através dos mecanismos de inibicdo da formacao de radicais livres ou eliminacio destes radicais
formados colaboram para a redugdo do estresse oxidativo em diferentes niveis (CHISTE et al.,
2012: GONZALEZ et al., 2013). Além disso, auxiliam na melhoria do sistema imunoldgico e
na redu¢do do risco de avanco de doencas cronicas, degenerativas e cancerigenas
(LAVECCHIA et al., 2013; SITI;, KAMISAH; KAMSIAH, 2015). Diante desse cenario, a
ingestdo continua de antioxidantes a partir de vegetais e frutas torna-se de extrema importancia
para o organismo, pois sdo fontes de compostos fendlicos, vitaminas, minerais e carotenoides.

Segundo Vanisree e Tsay (2004), os metabdlitos secundarios das plantas apresentam
propriedades amplas que tém sido utilizadas pelo homem como remédios na medicina popular
ou natural, como compostos aromatizantes e saborizantes, pigmentos e corantes, até
conservantes na industria alimenticia e farmacéutica. Contribuem de forma significativa na
descoberta de novos farmacos, na biotecnologia, ecologia e biossintese, dentre outras areas. No
género Campomanesia, ha uma grande diversidade de compostos formados pelo metabolismo
secundario, destacando-se principalmente os fenoéis, taninos, cumarinas, saponinas, flavonoides
e Oleos essenciais apresentando diversas atividades bioldgicas, como a captura e neutralizacao
de radicais (acdo antioxidante), atividade antimicrobiana, antitumorigénica, entre outras
(COUTINHO et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

Diante do exposto, o estudo destas espécies frutiferas nativas encontradas na Regido
do Alto Paranaiba no estado de Minas Gerais (MG), no que diz respeito a identificagdo da
composi¢do bioativa e atividades bioldgicas torna-se de suma importancia. Portanto,
considerando a importancia das espécies na regido e a escassez de estudos realizados com os
frutos destas espécies vegetais, até o presente, juntamente com a finalidade de fornecer dados

sobre a composi¢ao quimica e atividade antioxidante, os principais objetivos deste trabalho sdo:

e Realizar a selecdo de espécies vegetais do género Campomanesia de ocorréncia no Cerrado
na regido do Alto Paranaiba — MG para estudo de prospec¢ado fitoquimica;

e Coletar e identificar os materiais vegetais;

e Obter os extratos vegetais brutos das espécies selecionadas;

e Determinar o teor de Compostos Fenolicos, Flavonoides, Antocianinas e Carotenoides
Totais;

e Determinar a atividade antioxidante dos extratos vegetais brutos, através dos métodos de
sequestro dos radicais livres DPPH, inibi¢do dos radicais livres ABTS e reducdo do complexo

fosfomolibdénio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cerrado Brasileiro

A flora brasileira € considerada uma das mais diversificadas do mundo, sendo
constituida por aproximadamente 48.000 espécies de plantas representando 20% da flora
mundial (OLIVEIRA et al.,2012; FLORA DO BRASIL, 2020). Diante deste cenéario, o Cerrado
se destaca como um dos Biomas mais importantes do Brasil e é o segundo maior da América
do Sul, ocupando uma 4rea de 2.036.448 km?, aproximadamente 22% do territério nacional.
Sua area continua abrange o Planalto Central brasileiro, alcancando grande parte dos estados
de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias, Minas Gerais, Bahia, Maranhao, Piaui,
Rondonia, Parani, Sao Paulo, Bahia, Pard e Sergipe; e se estende nos estados do Amapa,
Roraima e Amazonas (BRASIL, 2019). E considerado o segundo maior bioma brasileiro,
somente superado pela Floresta Amazdnica e estima-se que 70% dessa area sejam
potencialmente agricultaveis (SANO et al., 2008). Para Borlaug (2002), pode ser considerada
a ultima fronteira agricola existente até mesmo no planeta.

A flora do Cerrado apresenta-se de forma diversificada, € pouco conhecida e até mesmo
estudada, sugerindo ser um dos mais ricos e ameagados biomas do mundo. Considerando que
sua flora ndo € totalmente conhecida, tém sido realizadas algumas tentativas de compilagdo da
sua composicao floristica. De acordo com Sano et al. (2008), através da consulta prioritaria de
publica¢des ja existentes, foram compiladas 12.356 espécies presentes espontaneamente nesse
bioma, sendo que, deste total, 11.627 pertencem a flora vascular nativa. A riqueza floristica
apresentada por esses ultimos autores sobressaiu em muito as compilagdes preexistentes,
alcangando quase o dobro em nimero comparada a compilagdo de Mendonga et al. (1998).
Diante dessas estimativas, observa-se grande riqueza floristica no bioma Cerrado, com ampla
variedade de paisagens e tipos fitofisiondmicos, mostrando que o Cerrado é muito mais rico do
que se imaginava, e muitas de suas tipologias, com flora especifica, sdo endémicas da América
do Sul e do Brasil (MENDONCA et al., 1998; SANO et al., 2008). Entretanto, mesmo diante
da alta biodiversidade, essa formagdo savanica € um dos biomas mais ameag¢ados do mundo
com 132 espécies da flora ameacadas de extingdo contribuindo para que a potencialidade de
muitos frutos nativos seja inexplorada na forma nutricional, fisico-quimica e farmacologica

(GONCALVES; MENEGUZZO; MORO, 2019).
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Segundo Kist et al. (2018), o Brasil se destaca, atualmente, como um dos trés maiores
produtores de frutas, ficando atras apenas da China e da India com uma producio que ultrapassa
40 milhoes de toneladas resultante de condi¢des favoraveis como a extensdo territorial, a
localiza¢do geogréfica, bem como as condi¢des edafoclimaticas. O pais possui uma grande
diversidade de frutas, sendo que vérias espécies de frutos nativos e exOticos ainda sdo
desconhecidas e ndo foram exploradas tanto econdmica quanto farmacologicamente (RUFINO
et al., 2010; MATTIETTO et al., 2010). Varias pesquisas tém demonstrado a caracterizacao
dessas frutas exoticas despertando interesse da comunidade cientifica por serem fontes
importantes de compostos bioativos (RUFINO et al., 2010; ALMEIDA et al, 2011;
CARDOSO et al., 2011; CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011; DEMBITSKY et al., 2011).
E o grande interesse mundial pelas frutas brasileiras tem estimulado a pesquisa de espécies do
Cerrado que é um dos biomas que mais tem contribuido para a produc¢do desses frutos.

O consumo de frutas e vegetais tem contribuido para reduzir varias morbidades quanto
as mortalidades provocadas por doengas cronicas e demais patologias por possuirem niveis
elevados de substancias bioativas que subsidiam beneficios a saide e a nutricdo bésica. Os
antioxidantes naturais tém-se destacado dentre esses compostos ativos por se tratarem de
componentes com potencial eficicia terapéutica, protegendo o organismo do estresse oxidativo,
bem como auxiliando na prevengdo de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares, cancer,
dentre outras patologias (CANUTO et al., 2010; RUFINO et al. 2010; ROCHA et al. 2013;
AUNE et al. 2017). Conforme relatado no estudo de Pereira et al. (2013), os frutos nativos
brasileiros consistem em excelentes fontes de complexos biologicamente ativos, como
compostos fendlicos e carotenoides, flavonoides e vitamina C, bem como uma alta capacidade
antioxidante (GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010). Contudo, muitos frutos do
Cerrado brasileiro permanecem pouco conhecidos e analisados (ROCHA etal., 2013;

MORZELLE et al., 2015).

2.2 Familia Myrtaceae e o Género Campomanesia

A familia Myrtaceae € pertencente a ordem Myrtales ou Myrtiflorae que se divide em
duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloidea e (GOVAERTS et al., 2008; WILSON, 2011;
GRATTAPAGLIA et al., 2012). De acordo comWilson et al. (2005), é uma familia pantropical
com aproximadamente 132 géneros e 5760 espécies, sendo distribuida nas regides tropicais da
Africa, Asia e nas Américas (GOVAERTS et al., 2015). No Brasil, é constituida por

aproximadamente 23 géneros registrados e aproximadamente 997 espécies sendo destacada
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como uma das familias mais importantes nas formacdes vegetacionais da flora brasileira
(OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; SOBRAL et al., 2015). A Myrtaceae é considerada
como uma das familias de plantas mais comuns no Brasil, incluindo mais de 1000 espécies de
frutos nativos espalhados de norte a sul, sendo cerca de 50% de todas as espécies endémicas no
bioma Mata Atlantica (DE ARAUJO et al, 2019). Essa biodiversidade ¢ vista
taxonomicamente como complexa devido ao grande nimero de espécimes, bem como a
escassez de estudos e informagdes (SOUZA; LORENZI, 2012). Além disso, a relagdo de
espécies inclusas na Lista Vermelha da Flora do Brasil demonstra que algumas categorias
vegetais podem ser extintas antes mesmo de terem sido exploradas (MARTINELLI; MORAES,
2013).

As espécies brasileiras da familia Myrtaceae compreendem diversas plantas arboreas e
arbustivas que podem ser usadas na producdo de frutos para consumo in natura ou para
industrializacdo, bem como no paisagismo como plantas ornamentais (GOMES et al., 2016).
Segundo Lattuada et al. (2010), essas frutiferas nativas sdo largamente distribuidas pelo
territorio brasileiro e compdem um patrimoénio genético de grande valor, além de apresentarem
um potencial para a exploracdo agricola e recomposi¢do de areas antropizadas. Elas podem ser
utilizadas em projetos de recuperacdo de areas degradadas e de preservagdo permanente por
possuirem frutos extensamente consumidos pela avifauna, auxiliando na dispersdao das
sementes (LORENZI, 2002).

Sdo plantas promissoras devido ao grande potencial econOmico e as caracteristicas
sensoriais que estimulam sua exploracdo comercial baseada em suas propriedades nutricionais
e agroindustriais. Muitas espécies possuem propriedades medicinais e funcionais, sdo ricas em
elementos bioativos e acumulam substincias volateis em suas folhas e frutos conferindo a
presenca de compostos fitoquimicos que desempenham importante papel no controle de
diversas doencas cronicas degenerativas. S3o consideradas, especialmente, como fontes
promissoras de antioxidantes naturais com extenso interesse industrial, representando uma
inovacdo tecnoldgica para alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (CERQUEIRA,
2002; BREITMAIER, 2006; ROCHA et al., 2011; SARDI et al., 2017; DE ARAUJO et al.,
2019).

Sao plantas pouco exigentes quanto ao tipo de solo, sendo que algumas delas crescem
naturalmente em solos pobres em nutrientes. Segundo De Aratjo et al. (2019), caracterizam-se
pela presenca de folhas opostas, simples, inteiras, com glandulas pelucidas contendo 6leos
etéreos e produz frutos carnosos, similares a bagas, com ampla diversidade de caracteristicas

benéficas.
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O género Campomanesia, pertencentea familia Myrtaceae, se destaca dentre a
diversidade vegetativa do Cerrado, sendo considerado um dos géneros mais bem delineados da
familia pela forma de evolucdo dos frutos e sementes (LANDRUM, 1986; AMARAL, 2012;
DE OLIVEIRA et al., 2015). Possui 42 espécies da familia aceitas no Brasil e 32 endémicas.
Suas espécies sdo encontradas em todas as regides do Brasil, principalmente nos dominios
fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SOBRAL et al., 2015). Pode
ser caracterizado como um dos espécimes do Cerrado que possui potencial promissor na
agricultura, na industria alimenticia, no reflorestamento, no paisagismo € na terapéutica como
plantas medicinais.

A dltima revisdo completa para este género foi feita por Landrum (1986) que citou 23
espécies de Campomanesia para o Brasil, com cinco para o estado de Goids sendo C.
adamantium, C. aurea, C. eugenioides, C. pubescens e C. sessiliflora. Estudo recente mostra
uma divergéncia nesta informacao como o catdlogo da Flora do Brasil (FORZZA, 2010) que
cita 31 espécies de Campomanesia, sendo 21 endémicas para o Brasil e destas, cinco nativas
para o estado de Goids sendo C. adamantium (gabiroba), C. eugenioides (guabiroba-mitda), C.
pabstiana, C. pubescens (gabiroba-pilosa ou peluda) e C. sessiliflora (guabirobeira-verde).

Segundo Vallilo et al. (2006) a gabirobeira € uma planta de larga distribuicao no Bioma
Cerrado. Seu florescimento ocorre de agosto a setembro, e a frutificagdo de setembro a
dezembro, podendo estender-se até fevereiro e marco para algumas espécies. O fruto
caracteriza-se por ser arredondado, de coloragdo amarelo-esverdeada, composto por uma casca
fina e uma polpa esbranquicada envolvendo diversas sementes (COUTINHO et al., 2008;
PASCOAL et al., 2014). As folhas, frutos e mesmo o ritidoma (casca do caule) da gabirobeira
sdo usados na medicina popular no combate a desordens do trato urinario e diarreias por possuir
uma ac¢do adstringente (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). O fruto por possuir alto teor de
vitamina C, também € utilizado contra gripes e resfriados (RODRIGUES; CARVALHO, 2001;
MARKMAN et al., 2004). Além disso, possui potencial para produtos fotoprotetores ou
multifuncionais e demais atividades terapéuticas em diversas areas da medicina (CATELAN et
al., 2019).

O presente estudo e o uso de plantas medicinais tornam-se relevantes devido a presenca
dos compostos bioativos que sdo responsaveis pelos efeitos benéficos sobre a satde,
aumentando o interesse pelos pesquisadores para entender a acdo que pode ser de forma
sinérgica entre metabodlitos ou um composto especifico pode ser responsavel pelos efeitos

principais (KOOTI et al., 2017).
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2.2.1 Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg

C. adamantium (Figura 1) se caracteriza como uma pequena arvore que se desenvolve
de forma arbustiva podendo atingir até 2m de altura, muito ramificada e com ramos delgados.
E popularmente conhecida como guavira, gabiroba e guabiroba, sendo considerada uma espécie
nativa do Cerrado (NUCCI; ALVES-JUNIOR, 2017). Conforme reportado por Durigam et al.
(2004) essa espécie ¢ composta de folhas simples, opostas, ovais ou elipticas, membraniceas
ou cartaceas, com base aguda a obtusa com 4pice agudo com cerca de 4cm de comprimento e
2cm de largura. Sua floracdo ocorre nos meses de setembro a novembro, com flores brancas
solitarias, axilares ou terminais e os frutos amadurecem de novembro a dezembro (LORENZI,

1992).

Figura 1: Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg

Fonte: Préprio autor (2019).

E uma planta amplamente utilizada na medicina alternativa e/ou popular. Estudos sobre
a constituicdo quimica da C. adamantium demonstraram a presenca de terpendides, compostos
fendlicos como as chalconas, flavondis e flavanonas, 4dcido galico e oligarico (PAVAN et al.,
2009; COUTINHO et al., 2010; PASCOAL et al., 2011, 2014; ESPINDOLA et al., 2016).
Sendo relatado ainda por esse grupo de pesquisadores citado que as suas folhas e raizes sdo
usadas de forma terapéutica na diabetes e dislipidemias. As frutas t€ém formato redondo,
coloracdo que varia de verde escuro a verde claro e amarelo, e um citrico aroma.

Os frutos frescos sdao consumidos in natura € também utilizados na forma de doces,

refrigerantes e em bebidas alcodlicas (VALLILO et al., 2006). Podem ser utilizadas no
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tratamento de processos inflamatdrios e reumaticos conforme demonstrado por Ferreira et al.
(2013). Diferentes espécies de frutos do género Campomanesia tém efeitos biologicos
diversificados como atividade antimicrobiana, antiproliferativa, anti-mutagénica, anti-
inflamatéria, antidepressiva, anti-hiperalgésica e antidiarreica (PAVAN et al., 2009;
CARDOSO et al., 2010; PASCOAL et al., 2014; LESCANO et al., 2016; MARTELLO et al.,
2016; DESOUZA et al., 2017), além de apresentarem quantidades significativas de compostos
fendlicos e antioxidantes (ALVES et al., 2013).

2.2.2 Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg.

C. guazumifolia (Figura 2) se caracteriza como uma arvore fruteira silvestre que pode
atingir de 6 a 10 metros de altura, com folhas soltas, opostas e sem espatulas. Seu tronco
apresenta-se revestido por uma casca grossa, ritidoma laminado e altamente descamado. Sua
florescéncia € branca com flores grandes e chamativas (LORENZI, 2002; GOLDONI, 2018).
Segundo o trabalho de Souza et al. (2018), os frutos apresentam-se de forma arredondada, tipo
baga, com pericarpo carnoso € coloragdo variavel do verde ao amarelo intenso. Sdo doces e
comestiveis, sendo apreciados tanto pelo homem quanto pela fauna. Na industria alimenticia,
podem ser utilizados para a elaboracdo de doces, sorvetes e licores, sendo ainda consumido pela
fauna e contribuindo de forma efetiva para os reflorestamentos (CARVALHO, 2020).
Geralmente, a florac@o ocorre durante os meses de outubro-novembro e a matura¢ao dos frutos

de marco a maio.

Figura 2: Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg.

Fonte: Préprio autor (2019).
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Sua ocorréncia territorial € ampla, sendo encontrada em quase todas as constitui¢des
vegetais do Centro Oeste ao Sul do pais. Em Minas Gerais, € conhecida popularmente como
aracd, aracid-do-mato, gabiroba, gabirobdo, goiabinha, guabiroba, sete capotee sete-casacas
(CARVALHO, 2020). Trata-se de uma planta aromética bastante utilizada na medicina popular
brasileira como antidiarreico, anti-inflamatério, hipercolesterolémico e no tratamento da
diabetes (KLAFKE et al., 2010; VINAGRE et al., 2010; SOUZA-MOREIRA et al., 2011;
FERREIRA et al., 2013; MICHEL et al., 2013; DA SILVA et al., 2016; DE SOUZA et al.,
2017; VISCARDI et al., 2017). Trabalhos recentes demonstraram que a infusao de folhas de C.
guazumifolia indicou ac¢do farmacoldgica anti-inflamatéria, antinoceptiva, antiedematogénica
e uma baixa toxicidade em camundongos contribuindo para a ratificacdo do uso popular desta
planta (CATELAN, 2018).

Nos estudos desenvolvidos por Da Silva et al. (2016), Cialdella-Kam et al. (2017) e
Salaritabar et al. (2017), a atividade anti-inflamatéria foi atribuida a presenca de compostos
flavonoides na sete capote. Arruda (2013) também verificou em seus estudos fitoquimicos em
C. guazumifolia a existéncia de flavonoides, além de outros componentes funcionais como
iriddides, esterdides, saponinas e taninos. Contudo, a disponibilidade de estudos sobre os

atributos quimicos e bioldgicos desta espécie de gabiroba na literatura ainda sdo escassos.

2.2.3 Campomanesia lineatifolia Ruiz e Pav. (Myrtaceae)

C. lineatifolia Ruiz e Pav. (Myrtaceae), também conhecida como gabiroba,
guabirabeira, guavira ou champa, é uma frutifera nativa da parte ocidental da regidao amazonica
no Brasil, Colombia, Peru e Bolivia (MADALOSSO et al., 2012). Trata-se de uma arvore
frutifera de 8 a 10 m de altura composta por folhas verdes, elipticas, com bordas irregulares e
com 20 cm de comprimento e 10 cm de largura. E encontrada em florestas primarias de terra
firme ou com solo s6lido e com altitudes inferiores a 2.000 m do nivel do mar, sendo o seu
cultivo pouco comum em pomares domésticos. Sao recomendados para seu cultivo
temperaturas entre 22 e 30 °C, precipitacdo anual superior a 1.500 mm e solo franco argiloso.
Seu florescimento geralmente ocorre de setembro a novembro e o amadurecimento dos frutos
de fevereiro a abril (OSORIO et al., 2006; ABE et al., 2014; MUNOZ et al., 2015).

Seus frutos (Figura 3) sdo representados por pequenas bagas (7cm de didmetro e 22 g
em média), com casca verde a amarela na maturidade, sdo bastante pereciveis e com um

agradével sabor agridoce.
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Figura 3: Frutos de Campomanesia lineatifolia Ruiz e Pav. (Myrtaceae)

Fonte: Proprio autor (2019).

Sdo caracterizados pelo seu aroma intenso e pela alta concentracdo de vitamina C. A
polpa € suculenta com sabor acido e poucas sementes, sendo os frutos caracterizados por uma
elevada quantidade de &cidos (especialmente acido citrico) e concentracdo de acucares
(principalmente sacarose). As formas de exploragdao dos frutos estdo associadas a producao
artesanal de polpa, sucos, vinho, iogurte, diferentes tipos de sobremesas, doces e geléias, entre
outros (ABE et al., 2014; MUNOZ et al., 2015; OTALVARO-ALVAREZ et al., 2018). Além
disso, conforme reportado por Arias (2019) as sementes possuem efeito bioherbicida podendo
ser uma opg¢do para reduzir o uso de herbicidas quimicos.

Segundo Otalvaro-Alvarez (2018), apesar de existirem poucos estudos relacionados aos
fitoquimicos dessa planta, foi encontrada a presenca de B-tricetonas em sementes (champanonas
A, B e C) e nove compostos volateis isolados de polpa, casca, folhas e sementes, os quais
apresentaram atividade antimicrobiana e uso potencial como corantes ou aditivos em matrizes
de alimentos melhorando as caracteristicas funcionais e/ou extensao da vida de prateleira destes
insumos alimentares. Pesquisas realizadas apontaram também a presenca de fenolicos totais e
flavonoides que estdo relacionados com as atividades antioxidante e anti-inflamatoria
(THEODOLUZ et al., 1988; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995; MARKMAN et al., 2004;
ZUANAZZI, MONTANHA, 2004; CAMPOS,2005).

Existem poucos trabalhos realizados com a espécie C.lineatifolia na literatura, destaca-
se a utilizac@o popular para o tratamento de diarreias e problemas estomacais; uso tradicional
das folhas, na forma de decocto, como remédio para cistites e uretrites; distirbios hepéaticos;

bem como para a redu¢do do colesterol no sangue e para a inducdo de perda de peso (MORAES,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874111008816#bib0135
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1881; D'AVILA, 1910; CORREA PENNA, 1984; MARKMAN, 2004; DICKEL et al., 2007).
Madalosso et al. (2012), conseguiram confirmar, através de seus estudos, o uso
etnofarmacoldgico brasileiro de C. lineatifolia como um agente gastroprotetor € mostrar que o
efeito antiulceroso estd provavelmente mediado pela eliminagdo de radicais livres devido ao
conteddo de compostos fendlicos e, pelo menos em parte, pelo aumento da secre¢dao de muco e
da defesa da mucosa. Téllez er al. (2017) testou a capacidade antifingica do extrato de C.
lineatifolia em Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer em amoreira-preta (Rubus glaucus)

avaliando o seu potencial antimicrobiano natural.

2.2.4 Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos

A C. sessiliflora esta presente na Bolivia, Paraguai e no Brasil (TRC)PICOS, 2016). De
acordo com Kataoka e Cardoso (2013), esta espécie é conhecida usualmente por guabirobeira-
verde, sendo encontrada regularmente no bioma Cerrado e em areas especificas de campos do
Brasil Central representados pelos estados de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul.

Os espécimes de C. sessiliflora (Figura 4), dependendo da sua variedade, podem ser
encontrados na forma de arbustos ou arvores sendo que a C. sessiliflora variedade sessiliflora
se caracteriza como arvore com folhas planas, pubescentes e lobos do célice ovados. A C.
sessiliflora variedade bullata (Barb.Rodr.) Landrum se caracteriza como arbusto com folhas
buladas, glabrescentes e lobos do célice triangulares raramente ovados. A C. sessiliflora
variedade lanuginosa (Barb. Rodr. Ex Chodat & Hassl.) Landrum como arbusto com folhas
planas, levemente buladas, lanuginosas e com lobos do célice triangulares raramente ovados

(FLORA DO BRASIL 2020).
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Figura 4: Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos

Fonte: Proprio autor (2019).

Em um trabalho realizado no estado do Espirito Santo observou-se que a altura dos
arbustos ou arvores varia de 5 a 17 metros; as folhas sdo opostas cruzadas com peciolo piloso,
glanduloso ou nao; inflorescéncia com posicao axilar tipo uniflora; e frutos globosos, pilosos,
verdes com sépalas persistentes inteiras no fruto (LUBER et al., 2017; FLORA DO BRASIL
2020). A florescéncia ocorre geralmente entre os meses de outubro e novembro e a frutificacao
entre dezembro e fevereiro. Os frutos apresentam polpa suculenta, consistente e de sabor
adocicado (LORENZI et al., 2006).

Sao poucosos trabalhos farmacolédgicos na literatura sobre essa espécie, sendo bastante
limitadas as informacdes a respeito da C. sessiliflora. Alguns estudos realizados reportam sobre
a extracdo de terpenodides, de compostos fenodlicos, flavonoides e de taninos demonstrando
capacidade antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antinociceptiva e fotoprotetora
(BARBOSA et al., 2015; RAMOS, 2017). Ainda, Barbosa (2015) relatou a presenga de
compostos fendlicos destacando-se os flavonoides como o0s responsaveis pela atividade
antioxidante da planta inviabilizando a producdo de radicais livres e consequentemente o
estresse oxidativo, o qual é a base etiologica de varias patologias. Portanto, conforme os
trabalhos realizados, nota-se que a C. sessiliflora possui uma quantidade de compostos
bioativos com potencial terapéutico a serem investigados que podem ser promissores para
integracdo em produtos multifuncionais (DOS SANTOS; RODRIGUES, 2017; CATELAN et
al., 2019).
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2.3 Radicais livres

Para Halliwell e Gutteridge (2015) a expressao “radical livre” pode ser definida de
forma simples como qualquer molécula ou atomo, com existéncia independente, que contenha
um ou mais elétrons ndo pareados em sua camada eletrOnica mais externa. Isso o torna
altamente reativo e instdvel favorecendo a reacdo deste radical com qualquer composto
localizado préximo a sua drbita eletronica.

Para se tornarem estaveis, necessitam ceder elétrons em um processo de oxidacdo ou
receber elétrons no chamado processo de reducdo. Dessa forma, os radicais livres podem
induzir ou advir dessas reacdes de 6xido-reducdo. Como produtos dessas reagdes, encontram-
se as espécies reativas de oxigénio ou os agentes pré-oxidantes como fon superdxido (02’ ),
hidroxila (OH"), per6xido de hidrogénio (H20:), alcoxila (RO"), peroxila (RO2"), peridroxila
(HOO), oxigénio singleto (!02), 6xido nitrico (NO), radicais de carbono e de enxofre (tiol),
complexos de metais de transicio (Fe™/ Fe** e Cu**/ Cu™) e ozénio (KOURY; DONANGELO,
2003; VASCONCELOS et al., 2015). E importante ressaltar que a presenca de radicais livres
em desequilibrio com os componentes antioxidantes pode interferir na manutencdo da
homeostase (POMPELLA, 1997). Diante desta alta reatividade, os radicais livres procuram
doar ou retirar elétrons de outra molécula ou 4tomo e quando ndo encontram esses compostos
para se ligarem, na tentativa de se obter a estabilidade, fundem-se as moléculas adjacentes,
aumentam a capacidade de ligacdo aos tecidos e agem sobre as células promovendo alteracdes
moleculares de suas membranas, oxidando de forma enzimditica ou quimicamente o0s
componentes celulares até provocarem alteracdes e disfuncdes celulares que levam a morte
celular (FARINATTI, 2002; HIRATA; SATO; SANTOS, 2004; ALVES et al., 2005).

A origem dos radicais livres pode ser endégena mediante formacao fisiolégica pelo
organismo através da respiracdo celular nas mitocondrias gerando ATP, dos macréfagos e
neutrdfilos que atuam no processo de fagocitose de bactérias e fungos invasores do organismo,
da ativagdo do metabolismo do acido araquiddnico, bem como das enzimas que produzem
indiretamente espécimes reativas de oxigé€nio. A xantina oxidase que atua na conversao da
xantina a 4cido urico a partir de purinas € citada como exemplo dessa produgdo. Os fatores
exdgenos como a radiacdo ultravioleta, agrotdxicos, polui¢do, fumo, dieta, quimioterapicos,
podem também ser fonte de radicais livres (HIRATA; SATO; SANTOS, 2004; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004).

Os radicais livres quando produzidos de forma equilibrada, possuem papel fundamental

na defesa do organismo conforme relatado anteriormente através da atuacdo das células de
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defesa. Porém, as espécies reativas de oxigénio também podem ser lesivas ao organismo quando
ocorre um aumento considerdvel na sua produgdo e reducdo de agentes antioxidantes. Esse
desequilibrio provoca um acimulo de radicais livres no organismo caracterizando o chamado
estresse oxidativo gerando a oxidacdo de elementos essenciais da célula como proteinas, DNA
e acidos graxos (ALVES et al., 2005; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2015).

O estresse oxidativo leve pode induzir a apoptose, sendo que a célula consegue converter
a situacdo controlando o estado redox. Entretanto, o estresse oxidativo elevado e persistente
pode levar a necrose promovendo um dano irreversivel na célula. (KOVACIC; JACINTHO,
2001; VALKO et al., 2004; RIDNOUR et al. 2005). Além do estresse oxidativo, pode ocorrer
o0 estresse nitrosativo promovido pelas espécies reativas de nitrogénio (ERN).

As alteracOes danosas induzidas pelo estresse oxidativo nas células e tecidos tém sido a
base etiologica de varias patologias degenerativas como a aterosclerose, cardiopatia, doengas
pulmonares, diabetes, artrite, inflamacdes cronicas, entre outras (AMES et al., 1993; WITZUM,
1994; ROY; KULKARNI, 1996; STAHL; SIES, 1997). Além disso, as modificagdes no DNA
decorrentes dos radicais livres também podem conduzir aos processos de mutag€nese e
carcinogénese (POULSEN et al., 1998).

Diante de todas as altera¢des provocadas pelos radicais livres, autilizagc@o de substancias
antioxidantes naturais ou mesmo sintéticas é o procedimento de defesa contra a atuagao dessas
espécies reativas. Os agentes antioxidantes provém de dietas balanceadas, podem ser
empregados nas industrias alimenticias e de cosméticos, em bebidas e também na medicina,
haja vista que muitas vezes os proprios medicamentos podem aumentar a geracao intracelular

desses radicais (DOROSHOW, 1983; HALLIWELL et al., 1995; WEIJL et al., 1997).

2.4 Antioxidantes

A protecdo celular contra os efeitos deletérios dos oxidantes reativos gerados no
metabolismo aer6bio, chamado estresse oxidativo, é organizada em multiplos niveis. As
estratégias de defesa incluem trés niveis de protecdo: prevenc¢do, intercep¢do e reparacdo. A
regulacdo da capacidade antioxidante inclui a manuten¢do de niveis adequados de antioxidantes
e a localizacdo de compostos e enzimas antioxidantes (SIES, 1993).

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e reducao das lesdes causadas
pelos radicais livres nas células. Nesse contexto, o composto antioxidante atua como qualquer
substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do substrato oxidavel,

retarda ou inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995). Sao
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largamente utilizados na industria alimenticia como conservantes de alimentos evitando a
deterioracdo dos produtos e mantendo seu valor nutricional (RAMALHO; JORGE, 2006),
sendo também de grande interesse para os profissionais de sadde, visto que podem proteger o
organismo contra os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO) e doengas
degenerativas (SHAHIDI, 1997).

Esses agentes de defesa antioxidante, que protegem as células contra os efeitos dos
radicais livres, podem ser classificados em enzimaticos ou nao-enzimaticos. Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPX), NADPH-quinona
oxidoredutase e enzimas de reparo sao representantes de antioxidantes enzimaticos, enquanto
que Acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, Flavonoides, Proteinas
do plasma, Selénio, Glutationa, Clorofilina, L-cisteina, Curcumina representam oS

antioxidantes nao-enzimaticos (SIES, 1993).

2.4.1 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo principalmente os fendlicos, como por
exemplo, butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona
(TBHQ), e o propilgalato (PG), sendo que em niveis mais elevados, a maioria deles se comporta
como pro-oxidante (MADHAVI; DESHPANDE; SALUNKHE, 1996). A estrutura fendlica
destes compostos permite a doacdo de um préton a um radical livre, regenerando, assim, a
molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de oxidagdo por radicais livres.

Alguns trabalhos realizados através de analises toxicologicas tém demonstrado a
probabilidade desses antioxidantes apresentarem sequelas carcinogénicas em experimentos
com animais. Em outros estudos, identificou-se hiperplasia gastrointestinal em roedores
provocada pelo uso do BHA e a reducdo da hemoglobina e hiperplasia de células basais
induzidas pelo uso de TBHQ (RAMALHO; JORGE, 2006). Com isso, a aprovagao de um
antioxidante para uso alimentar exige extenso estudo toxicoldgico, incluindo estudos
mutagénicos, cancerigenos, e de efeitos teratogénicos.

O Joint Expert Committee on Food Aditives (JECFA) da Food and Agriculture
Organization (FAO) e World Health Organization (WHO), conforme alguns estudos cientificos
relatam ter alterado nos dltimos anos a ingestdo didria aceitdvel (IDA) dessas substancias
(WURTZEN, 1990). E importante ressaltar que no Brasil a sua utilizacdo é controlada pelo
Ministério da Sadde que restringe a 200 mg/kg para BHA e TBHQ e 100 mg/g para BHT como
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concentracdes méaximas permitidas com o objetivo de reduzir a incidéncia de tais efeitos
(RAMALHO; JORGE, 2006).

A toxicologia de compostos antioxidantes tornou-se uma 4rea polémica, especialmente
apds recentes estudos de longa duracdo indicarem que o BHA e BHT poderiam produzir
tumores em animais com doses elevadas como reportado anteriormente. Diante desta
preocupacio com o uso dos compostos sintéticos, varias pesquisas tém sido direcionadas para
a identificagcdo e avaliacdo das propriedades de novos compostos que ocorrem naturalmente,

para substituirem os antioxidantes sintéticos (MADHAVI; KULKARNI; SHINGHAL, 1996).

2.4.2 Antioxidantes Naturais

Conforme relatado por Nass (2007), os vegetais possuem dois tipos de metabdlitos,
sendo eles os primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios estdo diretamente ligados a
sobrevivéncia do vegetal atuando nos processos essenciais para as plantas como a fotossintese,
respiracdo e fixacdo dos nutrientes. Ja os metabolitos secundarios sdo responsaveis pela defesa
das plantas através de suas atividades bioldgicas. Os ultimos sdo classificados em quatro grupos
de acordo com a sua rota biossintética: terpenos, compostos fendlicos, glicosideos e alcaloides
(GARCIA; CARRIL, 2011). Esses metabodlitos secundarios atuam como substincias
biologicamente ativas nas plantas e possuem a capacidade de interferir a nivel molecular no
organismo. Por isso, justifica-se a atencao crescente nos ultimos anos direcionada a acio destes
compostos de origem vegetal nos cuidados a saide humana (SILVA et al., 2010; MARTINS et
al., 2016; WINK, 2016).

Diante dos antioxidantes sintéticos serem alvos de questionamentos quanto a sua
inocuidade, algumas pesquisas t€m sido realizadas para a busca de compostos naturais que
apresentem esta propriedade funcional, podendo atuar como alternativa para prevenir a
deterioracdo oxidativa de alimentos e diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos (PEREIRA,
1996; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2005; YANISHLIEVA; MARINOVA;
POKORNY, 2006; ELMASTAS, 2007).

A busca por antioxidantes naturais tornou-se assunto de grandes pesquisas que levaram
a producdo de estudos que relatam o conteido dos principais antioxidantes e sua atividade
antioxidante (BREWER, 2011; KUMAR et al., 2015). Diversas fontes naturais tém sido
estudadas nas ultimas décadas, devido ao alto teor de antioxidantes de frutas, cha, ervas, nozes,

especiarias, vegetais, algas e até subprodutos da agroindistria (AGREGAN et al., 2017).
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Os principais grupos de fitoquimicos naturais capazes de exercer atividade antioxidante
sdo compostos fenodlicos, carotenoides e Oleos essenciais (MUNEKATA, FRANCO,
TRINDADE; LORENZO, 2016). Os estudos estao mais concentrados nos compostos fen6licos
de origem vegetal, uma vez que eles atuam como aceptores de radicais livres, interrompendo a
reacdo em cadeia provocada por essas espécies reativas, além de agirem também nos processos
oxidativos catalisados por metais, tanto in vitro, como in vivo (PRATT, 1979; NAKATANI,
1992; HUANG; FERRARO, 1994; HO et al., 1994; DONNELLY; ROBINSON, 1995;
CINTRA; MANCINI FILHO, 1996; WILLIAMSON et al., 1998).

Os compostos fendlicos sdo um grupo diverso de metabdlitos secundarios amplamente
distribuidos nos alimentos de origem vegetal, sendo que a atividade antioxidante desses
compostos € determinada pelos nimeros e posi¢des do grupo hidroxila em associagdo com a
carboxila funcional (RICE-EVANS, 1996). O flavonoide destaca-se como a principal classe de
compostos fenolicos devido a diversidade de estruturas e fontes entre os vegetais (BREWER,
2011). Por outro lado, fendlicos nao flavonoides incluem vérias classes como acidos fenolicos,
cumarinas, estilbenos, lignanas, taninos e floroglucin6is (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015). O grupo dos carotenoides € outra classe de antioxidantes naturais de grande relevancia
para o processamento de alimentos, sendo considerados excelentes desativadores de oxigénio

singleto (DI MASCIO et al.; 1989).

2.4.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos podem ser denominados além de metabdlitos secundarios,
como biocompostos por apresentarem agdo bioldgica, metabdlica ou fisioldgica especificas
(ALMEIDA et al., 2011). Séo sintetizados a partir do acido chiquimico e do 4cido maldnico, o
qual tem origem da fenilalanina e em menor intensidade da tirosina (via 4cido chiquimico)

(Figura 5) (SHAHIDI; NACZK, 2003; DEY et al., 2016).
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Figura 5: Esquema simplificado das rotas biossintéticas envolvidas na producao de compostos fenélicos.
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Fonte: Adaptado de Crozier (2003).

Os compostos fenodlicos sdo caracterizados quimicamente como elementos que
apresentam um anel aroméatico contendo um ou mais radicais hidroxilas (-OH)
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). Apresentam propriedades de 6xido-reducao
promovendo a absor¢do e neutralizagdo de radicais livres devido a presenca de elétrons em sua
estrutura que estabilizam o radical formado pela oxidacdo do fenol (HORST, 2008).

As substancias bioativas fendlicas apresentam um papel importante na pigmentacao, no
crescimento e reproducao das plantas, bem como na resisténcia contra patégenos. Além disso,
esses compostos possuem potencial antioxidante que esta diretamente associado a protecao
contra o estresse oxidativo no organismo. Esse estresse ocorre no corpo humano quando as
espécies reativas de oxigénio estdo em desequilibrio com os antioxidantes que ali se encontram
(GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011).

Os fenolicos totais também exercem efeito antioxidante indireto protegendo as enzimas
antioxidantes endégenas (PRADEEP; SREERAMA, 2015; ZHANG et al., 2015a, 2015b).
Além da atuac@o como antioxidante, apresentam acdo anti-inflamatéria devido a capacidade de
transferéncia de elétrons e/ou atomos de hidrogénio aos radicais livres, assim como a
capacidade de se ligarem a ions metalicos eminentemente pré-oxidantes (CRAFT et al., 2012).
Sendo assim, estdo estreitamente relacionados a mitiga¢do do risco de doengas cancerigenas,

cardiovasculares, dermatite atOpica, distirbios neurolégicos, diabetes e doengas cronico-
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degenerativas como Alzheimer, por exemplo, (VALKO et al., 2007; KRISHNAIAH;
SARBATLT; NITHYANANDAM, 2011; ALMEIDA et al., 2011; CLERICI; CARVALHO,
2011; KOLNIAK-OSTEK, et al., 2015).

O consumo de frutas exdticas com alto valor nutritivo e sensorial tem aumentado
notadamente nos dltimos anos (PARK et al., 2015). Pesquisas recentes t€ém relatado a variedade
expressiva de compostos bioativos nesses frutos destacando os compostos fenolicos (BARROS
et al., 2017, YEMMEN et al., 2017). Esses compostos na alimentacdo humana possuem
atividade antioxidante agindo contra o estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica, lesdo
inflamatoéria em células vasculares, além de danos oxidativos nas bases do DNA (SOUZA et

al., 2012; XIONG et al., 2014; BOONPROM et al., 2017; MOLLAHOSSEINI et al., 2017).

2.4.2.1.1 Flavonoides

Para Volp et al. (2008), os flavonoides sdo estruturas polifendlicas de baixo peso
molecular encontradas naturalmente nas plantas. Sao os responsaveis pelo aspecto colorido das
folhas e flores, podendo estar presentes nas demais partes das plantas. Sdo descritas como
moléculas compostas de 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis aromaticos ou
benzénicos (C6-C3-C6), sendo dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um anel heterociclico
oxigenado central C, acoplado ao anel A (Figura 6) (DEWICK, 2009). Podem ser
categorizados em flavonas (apigenina, luteolina), flavonoéis (quercetina, miricetina), catequinas
ou flavandis (epicatequina, galocatequina), flavanonas (naringenina, hesperitina), antocianinas

(cianidina e pelargonidina), isoflavonas (genisteina, daidzeina) e chalconas.

Figura 6: Estrutura e numeracéo basica de um flavonoide.

Os compostos flavonoides servem uma multiplicidade de funcdes nas células
eucaridticas, nao apenas devido a sua localiza¢do em diferentes células e compartimentos sub-
celulares, mas também em consequéncia de suas estruturas quimicas. Conferem uma boa

resposta ao estresse e apresentam um grande potencial para reduzir varias formas de espécies
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reativas de oxigénio, condi¢do comum com a qual as plantas se deparam quando experimentam
diferentes estresses de origem abidtica e bidtica. Essa capacidade redutora € atribuida a sua
estrutura quimica ideal para o sequestro de radicais livres que contém numerosas hidroxilas que
podem atuar na doacao de elétrons e de hidrogénios (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2009).

Conforme descrito por Prasad et al. (2007), a acdo antioxidante dos flavondides ocorre
devido a unido do grupo fenodlico hidroxil ao anel fendlico, permitindo que esses compostos
bioativos atuem como redutores, doadores de hidrogénio, sequestrantes de oxigénio singleto,
anion superoxido e quelante de metais. Além disso, esses compostos ativam também as enzimas
antioxidantes, inibem as oxidases, diminuem o estresse nitrosativo € aumentam os niveis de
acido urico e moléculas de baixo peso molecular importantes.

Neste contexto, os compostos flavonoides podem interferir de diferentes maneiras na
acdo dos radicais livres como a eliminacdo direta desses radicais através da oxidacdo dos
flavonoides por espécies reativas de oxigénio, resultando em um radical livre menos reativo ou
até mesmo inativo; podem controlar a baixa produ¢do de superdxidos, enquanto outros podem
eliminar o peroxinitrito; podem atuar também como antioxidantes por meio da inibicdo de
enzimas pro-oxidantes como, por exemplo, a inibicdo da xantina oxidase que pode, em
determinadas situacdes, produzir radicais superdxidos; podem promover a quelagdo de metais
de transi¢do como o ferro, por exemplo, o qual pode cataliticamente gerar radicais livres muito
reativos e, em algumas situacdes, os metais e flavonoides podem formar complexos que
eliminam os radicais livres (HANASAKI, OGAWA; FUKUI, 1994; NIJVELDT et al., 2001;
PISOSCHI; POP,2015). A atividade de sequestro esta diretamente ligada ao potencial de
oxidagdo dos flavonoides e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor o potencial de
oxidagdo do flavonoide, maior € a sua atividade como sequestrador de radicais livres
(BARREIROS, DAVID; DAVID, 2006).

Considerando as ac¢des relatadas dos flavonoides, estes sdo vistos como promotores da
saide humana devido a sua atividade antioxidante, antimicrobiana, anticoagulante,
anticancerigena, entre outras (JULSING et al., 2006). Segundo Morais et al. (2006), a busca
por fontes naturais de antioxidantes vem crescendo, vez que até mesmo o envelhecimento pode
ser retardado através de substancias antioxidantes como esses compostos fendlicos, protegendo

as fungdes fisioldgicas.

2.4.2.1.2 Antocianinas
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As antocianinas sdo flavonoides amplamente distribuidos e abundantes em frutas e
vegetais que conferem a estes alimentos as coloragdes azul, vermelho e roxo. Tornam-se
interessante face aos outros flavonoides, uma vez que elas ocorrem na dieta em concentragdes
relativamente altas (COOKE et al., 2005). Segundo as pesquisas, as antocianinas apresentam
propriedades multifuncionais incluindo atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antiproliferativas (efeitos quimiopreventivos e terapéuticos), indutoras de apoptose,
vasotdnicas e prote¢ao contra radiagao.

Sdo encontradas nos alimentos como glicosideos de sais de flavilium (2-
fenilbenzopyrylium) de seis antocianidinas agliconas: cianidina, delfinidina, malvidina,
pelargonidina, peonidina e petunidina. As formas desglicosiladas ou agliconas das antocianinas
sdo conhecidas como antocianidinas e apresentam estruturalmente o esqueleto Cs-C3-Cs que €

dependente do pH (Figura 7) (AQIL et al., 2014; FERNANDES et al., 2014).

Figura 7: Representacio da estrutura quimica das principais antocianidinas em alimentos.

A estrutura fendlica das antocianinas atribui ao composto atividade antioxidante,
capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (ERO) como superdxido (O2"), oxigénio
singleto (-02), peréxido (ROO"), peréxido de hidrogénio (H202) e hidroxila radical (OH)
(WANG; JIAO, 2000). Mesmo que a maioria dos efeitos protetores das antocianinas seja
atribuida a sua capacidade de eliminar as ERO, elas também funcionam por quelar metais e por
ligacdo direta a proteinas (KONG et al., 2003).

A atividade de eliminac¢do de radicais livres das antocianinas esti relacionada a presenca
de grupos hidroxila situados na posi¢do 3 do anel C e também nas posi¢des 3 ', 4 "e 5 ' no anel
B da molécula. Em geral, a atividade de elimina¢do de radicais das antocianidinas (agliconas),

apresentam, capacidade superior de captacdo de radicais livres as das antocianinas
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(glicosideos), competéncia essa que decai a medida que aumenta o nimero de agucares
adicionados (WANG; STONER, 2008). E importante ressaltar que a maioria desses compostos
¢ encontrada na natureza na forma glicosilada (antocianinas) (COOKE et al., 2005).

Segundo o trabalho de Cedrim; Barros; Nascimento (2018) essa classe dos compostos
fendlicos modula o metabolismo lipidico minimizando os danos no organismo causados pelo
estresse oxidativo desencadeado por patologias cronicas, bem como apresentam efeitos
satisfatorios nos niveis de glicemia e pressdo arterial, de modo a prevenir e regular os efeitos

da sindrome metabdlica.

2.4.2.2 Carotenoides

A biossintese dos carotenoides ocorre em organismos fotossintéticos abrangendo as
plantas superiores, as algas, fitoplancton, bactérias fitotropicas, algumas outras bactérias e
alguns fungos (LIAAEN-JENSEN, 2004). Nas plantas, essa biogénese é rigorosamente
controlada ao longo do ciclo de vida tanto nos tecidos vegetativos representados pelas folhas e
caules, como nos reprodutivos caracterizados pelas flores e frutos (CAZZONELLI; POGSON,
2010).

Os carotenoides luteina, B-caroteno, violaxantina e a neoxantina, nos vegetais verdes,
exercem um papel importante no funcionamento do fotossistema, na colheita de luz e na
fotoprotecdo. Ja nas flores e frutos maduros, esses pigmentos atraem polinizadores e dispersores
de sementes, respectivamente (LADO; ZACARfAS; RODRIGO, 2016).

Para Schieber e Carle (2005), os carotenoides se caracterizam como pigmentos
lipossoliveis com cores que se diferenciam entre o vermelho, alaranjado e amarelo, podendo
ser encontrados também em penas de flamingos, na gema de ovo e no exoesqueleto de
invertebrados devido a ingestdo de alimentos contendo carotenos. Sdo usados principalmente
como corantes naturais nos alimentos contribuindo também com as suas propriedades
antioxidantes (GOMES, 2007).

O método pelo qual os carotenoides conferem a protecdo bioldgica ao sistema de
radicais livres depende da transferéncia do oxigénio singleto impedindo a formagdo de
hidroper6xidos em presenca de oxigénio atomico. A eficicia dessa reacdo com o oxigénio
singleto esta ligada com o nimero de duplas ligacdes na molécula (Figura 8). Carotenoides
com maior ndmero de duplas ligacdes conjugadas t€ém melhor capacidade de reacdo do que
aqueles que possuem menos duplas ligacdes conjugadas por formar compostos mais estiveis

devido ao efeito ressonancia (RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1995).
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Figura 8: Representacio da estrutura quimica do p-caroteno.

Além de pigmentos, os carotenoides possuem acles anticarcinogénicas,
imunomoduladoras, preventivas das doencgas cardiovasculares, e alguns podem ser precursores
de vitamina A. Alguns especificos como a luteina e o licopeno contribuem para a prevencao de
doencas como degeneracido macular, que afeta a visao, e cancer, respectivamente (MESQUITA;
TORQUILHO, 2017).

Esses compostos sdo encontrados em concentragdes significativas nas frutas e vegetais
como cenoura, mamao, manga, gabiroba, tomate, brocolis, couve, entre outros. A ingestdao de
tomates e de seus derivados tem sido associada a preven¢do de doencgas cardiovasculares,
doengas cronicas e cancer. Outro efeito importante desses carotenoides esta relacionado a sua
acdo de impedir a genotoxidade e consequentemente a mutagénese. Além disso, induzem

seletivamente a apoptose de células tumorais no cancer de mama protegendo as células

saudiveis (MESQUITA; TORQUILHO, 2017).
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CAPITULO 2
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Estudo fitoquimico e avaliacio do potencial antioxidante in vitro dos frutos
de Campomanesia spp.

Phytochemical study and evaluation of the in vitro antioxidant potential

of the fruits of Campomanesia spp.

Resumo

O Cerrado possui biodiversidade de frutiferas nativas com fontes naturais de metabolitos secundarios de
interesse em estudos fitoquimicos. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial antioxidante, teor de
compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e carotenoides totais no extrato aquoso dos frutos de
Campomanesia adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia e C. sessiliflora encontradas no Cerrado na
Regido do Alto Paranaiba - Minas Gerais. A atividade antioxidante foi avaliada pelos ensaios DPPH,
ABTS e Fosfomolibdénio. Determinou-se o contetido de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas
e carotenoides totais pelos métodos Folin-Ciocalteu, Lees e Francis (1972) e Lichtenthaler (1987),
respectivamente. Na andlise fitoquimica, C. guazumifolia apresentou maiores teores de fendlicos totais
(2.953,42 mg + 141,22 EAG 100 g), flavonoides (43,17 = 2,25 mg 100 g!), antocianinas (7,96 + 0,38
mg 100 g!), carotenoides (64,06 + 12,55 mg g!), maior capacidade antioxidante pelo DPPH (568,3 mg
EBHT g') e ABTS (105,3 mg EBHT g') evidenciando elevado potencial anti-radicalar in vitro. C.
adamantium também expressou resultados significativos de fendlicos totais (1.547,44 = 79,49 mg EAG
g'h), flavonoides (36,63 + 0,17 mg 100 g!), antocianinas (1,74 = 0,10 mg 100 g!), carotenoides (20,65 +
0,43mg g"'), DPPH (49,1 mg EBHT g '), ABTS (83,7 mg EBHT g') e fosfomolibdénio (105,1 mg EBHT
gh). C. lineatifolia destacou-se com maior capacidade redutora do fosfomolibdénio (195,7 mg EBHT g
amostra). Os resultados apresentados para os extratos de C. guazumifolia e C. adamantium demonstram
um importante perfil fitoquimico sugerindo potencial promissor para atividade antioxidante podendo
essas espécies serem utilizadas na prevengdo e tratamento de patologias ocasionadas pelo extresse
oxidativo.

Palavras-chave: Metabdlitos secundérios. Radicais livres. Gabiroba. Compostos bioativos.

Abstract

The Cerrado has biodiversity of native fruits with natural sources of secondary metabolites of interest in
phytochemical studies. The objective of this work was to evaluate the antioxidant potential, content of
phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins and total carotenoids in the aqueous extract of the fruits
of Campomanesia adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia and C. sessiliflora found in the Cerrado
in the Alto Paranaiba Region - Minas Gerais. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH, ABTS
and Phosphomolybdenum tests. The content of phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins and total
carotenoids was determined by the Folin-Ciocalteu, Lees and Francis (1972) and Lichtenthaler (1987)
methods, respectively. In phytochemical analysis, C. guazumifolia showed higher levels of total phenolics
(2,953.42 mg + 141.22 EAG 100 g, flavonoids (43.17 = 2.25 mg 100 g!), anthocyanins (7.96 + 0.38
mg 100 g1), carotenoids (64.06 = 12.55 mg g™!), greater antioxidant capacity by DPPH (568.3 mg EBHT
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gy and ABTS (105.3 mg EBHT g ') showing high anti-radical potential in vitro. C. adamantium also
expressed significant results for total phenolics (1,547.44 +79.49 mg EAG g™), flavonoids (36.63 +0.17
mg 100 g'!), anthocyanins (1.74 + 0.10 mg 100 g!), carotenoids (20.65 + 0.43 mg g'!), DPPH (49.1 mg
EBHT g!), ABTS (83.7 mg EBHT g') and phosphomolybdenum (105, 1 mg EBHT g!). C. lineatifolia
stood out with the greatest phosphomolybdenum reducing capacity (195.7 mg EBHT g™ sample). The
results presented for the extracts of C. guazumifolia and C. adamantium demonstrate an important
phytochemical profile suggesting a promising potential for antioxidant activity and these species can be
used in the prevention and treatment of pathologies caused by oxidative stress.

Keywords: Secondary metabolites. Free radicals. Gabiroba. Bioactive compounds.

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas de forma terapéutica ha vérios anos como base para
uma nova perspectiva de tratamento e uso medicinal fortalecendo o uso de fitoterdpicos em diversas
patologias [1]. Mesmo com a crescente evolucdo da industria farmacéutica, uma diversidade de
espécies vegetais tem sido investigada devido as suas propriedades antioxidantes que estdo implicadas
no mecanismo de prevencdo e tratamento de vérios distirbios e condicdes patoldgicas. Esses agentes
antioxidantes de origem natural, na forma de extrato bruto ou derivados quimicos, sdo considerados
eficazes na prevencdo de processos de degradac@o decorrentes do estresse oxidativo [2].

Observa-se que as alteragdes danosas induzidas pelo estresse oxidativo nas células e tecidos tém
sido a base etioldgica de varias patologias degenerativas como a aterosclerose, cardiopatias, doencas
pulmonares, diabetes, artrite, inflamag¢des cronicas, bem como o cancer [3-6]. Diante de todas essas
alteracdes provocadas pelos radicais livres, a utilizagdo de substancias antioxidante natural vem
ganhando espago nas terapias consolidadas para estas condi¢des patoldgicas, proporcionando um
equilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante promovendo a
manutencao da homeostase [7].

Assim, a utilizacdo de plantas medicinais com contetidos expressivos de antioxidantes, tem sido
proposta com finalidade profiltica, curativa ou paliativa para diversas patologias degenerativas
tornando-se assunto de grandes pesquisas e estudos sobre o conteido dos principais antioxidantes e
sua atividade antioxidante [8-9].

O Cerrado se destaca como um dos Biomas mais importantes do Brasil diante de sua
biodiversidade vegetal contribuindo para a investigacdo de vérios compostos bioativos de origem
vegetal com potencial valor explorativo, principalmente na area medicinal [10].

Considerando este cenario, as espécies C. adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia e C.
sessiliflora sao habitualmente encontradas no Cerrado da Regido do Alto Paranaiba no estado de Minas
Gerais (MG) e sdo utilizadas popularmente devido aos seus efeitos bioldgicos diversificados como
atividade antimicrobiana, antiproliferativa, anti-mutagénica, anti-inflamatdrias, antidepressivas, anti-
hiperalgésicas e antidiarreicas [11-13].

A gabirobeira, pertencente a familia Myrtaceae, € uma planta de larga distribui¢do no Bioma
Cerrado com frutos arredondados, de coloracdo amarelo-esverdeada, compostos por casca fina e polpa
esbranquicada envolvendo diversas sementes [14-16]. Suas folhas, frutos, raizes e caules sao usados
na medicina popular no combate a desordens do trato urinario, diarreias, resfriados, além de possuirem
potencial para produtos fotoprotetores, multifuncionais e demais atividades terapé€uticas em diversas
areas da medicina [17-18].

Assim, com o objetivo de investigar o potencial fitoterdpico dessas espécies de ocorréncia no
Cerrado da Regido do Alto Paranaiba - MG e comprovar a atividade desses compostos bioativos,
amparando o uso renovavel desses recursos, o presente estudo realizou a andlise da composi¢io
fitoquimica de metabdlitos secundarios e avaliou a atividade antioxidante de extratos obtidos dos
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frutos de quatro espécies de gabiroba (C. adamantium, C. guazumifolia. C. lineatifolia e C.
sessiliflora).

2. MATERIAL EMETODOS

2.1 Coleta, identificacdo e obtengdo das plantas e frutos

Utilizou-se no trabalho as espécies C. adamantium, C. guazumifolia, C. lineatifolia e C.
sessiliflora pertencentes a familia Myrtaceae. As plantas foram coletadas em areas onde o tipo
fisiondmico predominante é o Cerrado na regido do Alto Paranaiba, no Estado de Minas Gerais -
Brasil. Os exemplares da espécie C. adamantium foram coletados na regido do Aragdo no municipio
de Patos de Minas (latitude 18°40726,5°°S e longitude 46°27°00,9""W). Os exemplares da espécie C.
guazumifolia e C. lineatifolia foram coletados em um Sitio no municipio de Guimarania (latitude
18°50713,207°S e longitude 46°47°4,40""W) e os da espécie C. sessiliflora foram coletados na regio
de Monjolinho no municipio de Lagoa Formosa (latitude 18°46°15”’S e longitude 46°14°50"°W) e
também no municipio de Patos de Minas (latitude 18°38°3,40”"S e longitude 46°3377,40""W).

As amostras foram coletadas nos meses de setembro de 2018 a marco de 2019 sob a supervisdao
da Prof.? Dr*. Terezinha Aparecida Teixeira, do agronomo Marcelo Pereira de Avila e do colecionador
de plantas, Hélio Caixeta Tiburcio. Foram coletados frutos maduros com a coloragio da casca variando
do verde, amarelo ao laranja, conforme cada espécie. Para Santos er al.[19] esses frutos maduros
apresentam maior teor de compostos bioativos.

Apoés a coleta dos vegetais, as exsicatas foram devidamente identificadas, confeccionadas e
depositadas no Herbério da Universidade Federal de Uberlandia (Minas Gerais, Brasil) com seus
respectivos numeros de registro (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Campomanesia spp. testadas e respectivos nimeros de registro das exsicatas.

Nome Cientifico Nome popular Numero de Registro
Campomanesia adamantium Guabiroba, guavira HUFU 77287
Campomanesia sessiliflora Guabirobeira-verde HUFU 67511
Campomanesia sessiliflora Guabirobeira-verde HUFU 67512
Campomanesia lineatifolia Guabirabeira, champa Em andamento
Campomanesia guazumifolia Sete capote HUFU 79558

Os frutos coletados, apds a selec@o dos que ndo apresentaram injurias, foram lavados em 4dgua
corrente para a remogdo das impurezas e armazenados no ultrafreezer (Coldlab®, Piracicaba, SP,
Brazil) a -80°C até o momento da utilizagao.

Para a obten¢do dos extratos brutos, os frutos foram retirados do ultrafreezer e colocados
rapidamente para dessecar em liofilizador (modelo Liotop® /L101, Sao Carlos, SP, Brasil) por um
periodo de 72 horas. Em seguida, foram armazenados em ambiente protegido de luz para serem
submetidos posteriormente ao processo de trituracio e extragdo dos metabdlitos secundarios.

O estado de p6 fino dos frutos foi obtido através do processo de trituragdo em almofariz com
pistilo e auxilio de nitrogénio liquido. A trituracdo foi realizada de forma exaustiva na tentativa de
garantir o esgotamento de todos os componentes extraiveis pelos solventes. Os extratos utilizados
em cada experimento foram obtidos a partir do extrato bruto de cada espécie conforme a
metodologia estabelecida em cada ensaio.



2.2 Analises dos metabolitos secundarios e das atividades antioxidantes
2.2.1 Determinacdo dos compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu (10%) de
acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi [20] com modificagdes. Foram adicionados
0,25g das amostras pulverizadas dos frutos de gabiroba a 1,0 mL de 4gua destilada para a obtencdo do
extrato aquoso 5,0 mg mL". Ap6s a filtragdo em funil de separagdo, 0,50 mL dos extratos aquosos dos
frutos de gabiroba (5,0 mg mL™') foram misturados com 2,5 mL de 0,2 mol L' do reagente Folin-
Ciocalteu. Em seguida, foram adicionados a mistura reacional 2 mL de solucdo saturada de carbonato de
s6dio (75 g L'')/ NaCO3 (7,5%). As leituras foram realizadas no espectrofotometro Gehaka® (modelo
UV- 340 G) no comprimento de onda (£) de 760 nm ap6s a incubagdo da mistura reacional durante 2
horas a temperatura ambiente, na auséncia de luz. O 4cido gélico foi utilizado como padrao de referéncia
e uma curva analitica foi elaborada nas concentra¢des de 250; 125; 62,5, 31,25 € 16,125 ug mL.. O teor
de fendlicos foi determinado por comparagdo com a curva de calibragdo padrio e os resultados foram
expressos em miligramas de equivalente de acido gilico (mg EAG) por 100 gramas do fruto sendo as
andlises realizadas em triplicata.

2.2.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

O contetdo total de flavonoides dos extratos dos frutos de gabiroba foi determinado pelo método
quantitativo de espectrofotometria descrito por Lees e Francis [21] com algumas modifica¢des. Uma
aliquota de 0,25 g das amostras pulverizadas dos frutos de gabiroba foi adicionada a 5,0 mL da solucao
extratora de etanol 95%: HCI 1,5 mol/L (85:15) v/v para obtencdo da concentra¢io 50.000 ug mL!. Apos
a filtracdo em funil de separacdo, as amostras obtidas foram homogeneizadas e estocadas a 4°C por 24
horas (overnight). Apds este periodo, as amostras foram filtradas e as absorbincias medidas em
espectrofotometro Gehaka® (modelo UV- 340 G) no comprimento de onda (£) de 374 nm utilizando
solucdo extratora como branco. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em miligramas100 g do extrato calculados pela férmula:

FTT = Absorbancia Maxima x Fator de Diluicao/ E
FTT = Flavonoides totais

E = 98,2 (Coeficiente de extin¢cdo molar)

2.2.3 Determinagdo do teor de antocianinas totais

Para a determinagdo quantitativa do conteido total de antocianinas dos frutos de gabiroba,
também foi utilizado o método espectrofotométrico descrito por Lees e Francis [21] com algumas
modificacdes. Foram pesadas 0,25 g das amostras pulverizadas de cada espécie e adicionadas a 5,0 mL
da solugdo extratora de etanol 95%: HCI 1,5 mol/L (85:15) v/v para obtenc¢do da concentragdo de 50.000
pug mL!'. Apos a filtragdo em funil de separagdo, as amostras dos extratos foram homogeneizadas e
armazenadas a 4°C por 24 h (overnight). Apbs este periodo, o material foi filtrado e as absorbancias
medidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda (£) de 535 nm utilizando solugdo extratora como
branco. As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em miligramas 100 g’
! da amostra, calculados a partir da seguinte equag@o:

AT = Absorbancia Maxima x Fator de Dilui¢ao/ E
AT = Antocianinas totais



E = 98,2 (Coeficiente de extin¢cado molar)

2.2.4 Carotenoides Totais

O processo de extracdo dos carotenoides totais juntamente com as clorofilas a (Cl,) e b (Cly,) das
amostras estocadas baseou-se no procedimento descrito por Lichthentaler [22], com algumas
modificagdes. Para a avaliacdo quantitativa do teor destes carotenoides e clorofilas nos frutos das espécies
de Campomanesia spp., o experimento foi realizado seguindo o delineamento constituido por 03
concentragdes diferentes (50.000 ug mL"!, 5.000 ug mL"' e 500 pg mL™!) para a obtengio das solu¢des
aquosas de cada unidade amostral. Para a concentracdo de 50.000 ug mL™!, foram pesados em uma
balanga Shimadzu®, modelo AUW 320, 0,25 g do pulverizado obtido dos frutos de cada espécie de
gabiroba adicionados a 5,0 mL de solugdo de acetona 80% v/v; para a concentragio de 5.000 ug mL!,
foram utilizados 0,025 g do pulverizado adicionados a 5,0 mL de solug@o de acetona 80% v/v; e para a
concentragdo de 500 ug mL!, 0,0025 g dos frutos em p6 adicionados a 5,0 mL de solugdo de acetona
80% v/v e estocadas a 4°C por 12 horas, protegidas com papel filme. Apds esse procedimento, as solucdes
de cada amostra foram filtradas em funil de separag@o, de forma ordenada para cada unidade amostral,
evitando a evaporagdo da acetona e assim, o comprometimento no resultado das andlises realizadas. A
leitura foi efetuada no espectrofotometro Gehaka® (modelo UV- 340 G) nos comprimentos de onda (£)
645, 652, 663 para as clorofilas a (Cl,) e b (Cly), e 470 nm para os carotenoides. Para valor de branco
utilizou-se leitura de acetona 80% v/v e para a obten¢a@o das concentragdes dos pigmentos fotossintéticos,
utilizou-se as seguintes equagdes:

Cla = ((12,7 X Ags3) — (2,69 X Agis) x V) / 1000 x M
Cly= (22,9 X Aess) — (4,68 X Agez) x V) / 1000 x M

Carotenoides Totais (mg g!) = ((1000 x A470) — (3,27 x Cl,) — (104 x Clp))/ 229 x10°x M
Sendo:

Cl,= Clorofila a

Clp= Clorofila b

V= volume (mL)

M= massa (g)

2.2.5 Método do sequestro dos radicais livres DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com as metodologias de Lopes-
Lutz et al. [23], seguidas de pequenas modifica¢des. A capacidade antioxidante em sequestrar radicais
livres foi avaliada utilizando-se o radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"). Este radical reage
com a substancia antioxidante e é convertido a 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, pela transferéncia de elétrons,
perdendo a coloragio purpura caracteristica [24]. A solugdo estoque dos extratos brutos (50.000 pg mL™")
foi preparada a partir da adicdo de 0,25 g da amostra pulverizada de cada espécie de gabiroba a 5,0 mL
de agua destilada. Posteriormente a filtragdo em funil de separacio, foram realizadas dilui¢des seriadas a
partir dessa solu¢io estoque obtendo extratos aquosos nas concentragdes 5.000 pg mL ™, 2.500 ug mL™!,
1.250 ug mL™!, 625 pg mL'e 312,5 pg mL !, respectivamente. Em seguida, uma solugfo etandlica de
DPPH foi preparada na concentragdo de 40 pg mL™' e para a avaliagdo, 900 pL da solugdo de DPPH
foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢dao de 100 uL de cada diluigdo do extrato aquoso
dos frutos (312,5, 625, 1.250, 2.500, 5.000 € 50.000 pg mL™"). Em paralelo, o controle negativo foi
preparado contendo todos os reagentes, exceto a solucdo aquosa dos frutos. Para a comparacdo das
atividades antioxidantes, foi utilizado o padrao BHT (Hidroxitolueno butilado) nas concentra¢des (31,25,



62,50, 125, 250, 500 ¢ 1.000 ug mL™"). Apés 01 hora de incubagio a temperatura ambiente e na auséncia
de luminosidade, as leituras das absorbancias foram realizadas no espectrofotdmetro Gehaka® (modelo
UV- 340 G) no comprimento de onda (£) de 517 nm. Leituras realizadas em triplicata. Em seguida, os
valores encontrados para as absorbancias foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante
(AA%) a partir da seguinte equacgao:

AA% = [ (Acn — Aamo) / Acn] * 100

Em que:

Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.
Ac~ = Absorbancia do DPPH com o metanol.

Os valores de atividade antioxidante dos extratos foram comparados com o padrdo BHT nas
seguintes concentragdes (04, 13,36, 111, 333, 1.000, 5.000 ug mL ). Os resultados de absorbancia foram
convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA%).

A capacidade antioxidante equivalente a0 BHT (mg equivalente de BHT g! de amostra)
serd determinada por meio da equacdo de regressao.

2.2.6 Método do sequestro dos radicais livres ABTS

A capacidade de capturar o radical livre (ABTS™") formado pelos extratos aquosos das espécies
de gabiroba foi determinada através de reacdo quimica com ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-
acido sulfonico]) e persulfato de potassio, conforme Re et al. [25]. Solucdo do radical ABTS — Em um
Erlenmeyer foram adicionados concomitantemente 10,0 mL da solu¢@o do reagente ABTS a 7,0 mmol L
1(0,038g de ABTS em 10 mL de 4gua destilada) e 10 mL da solugdo de persulfato de potassio a 2,45
mmol L (0,0662 g em 100 mL de 4gua destilada). Esta solu¢do permaneceu em repouso, ao abrigo de
luz, por 16 horas a temperatura ambiente. A solugdo estoque dos extratos brutos (50.000 pg mL™") foi
preparada a partir da adi¢ao de 0,25 g do pulverizado dos frutos de gabiroba a 5,0 mL de dgua destilada.
Posteriormente a filtracdo em funil de separacdo, foram realizadas dilui¢des seriadas a partir dessa
solucdo estoque obtendo extratos aquosos nas concentragdes 5.000 pg mL ™!, 2.500 pg mL™!, 1.250 pg
mL™, 625 ug mL'e 312,5 ug mL™', respectivamente. Para o ensaio, 20 uL dos extratos aquosos das
unidades amostrais diluidos nas concentragdes (312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 pg mL ") foram
adicionados a 980 pL da solucdio do radical ABTS™. A absorbancia foi monitorizada
espectrofotometricamente a 734 nm, durante 6 minutos. A absorcdo de uma amostra contendo a mesma
quantidade de etanol e uma solucdo do radical ABTS™ foi utilizada como controle negativo,
permanecendo dentro do intervalo 0,7 a 0,8 A. Para a comparagdo das atividades antioxidantes, o padrao
BHT foi avaliado em diversas concentragdes (31,25, 62,5, 125, 250, 500 ¢ 1.000 pg mL™"). A
porcentagem de inibi¢do do radical ABTS™ pelas amostras foi calculada de acordo com a seguinte
equacio:

% Inibi¢do radical = [ (ACN - AAm) / ACN] * 100
Em que:

ACN = Absorbancia do controle negativo

AAm= Absorbancia da amostra

2.2.7 Método de Redugdo pelo Complexo Fosfomolibdénio

Utilizou-se o método de reducdo do complexo fosfomolibdénio para determinar a capacidade
antioxidante total das amostras analisadas. O molibdénio (Mo) VI, em meio 4cido e na presenga de um



agente redutor, é reduzido em molibdénio V formando um complexo de coloragdo verde fosfato/ Mo V.
Para a obteng¢iio dos extratos, a solugdo estoque dos extratos brutos (50.000 pg mL™') foi preparada a
partir da adicdo de 0,25 g da amostra pulverizada de cada espécie de gabiroba a 5,0 mL de 4gua destilada.
Posteriormente a filtracdo em funil de separacdo, foram realizadas dilui¢des seriadas a partir dessa
solucdo estoque obtendo extratos aquosos nas concentragdes 5.000 pg mL ™!, 2.500 pg mL™!, 1.250 pg
mL™", 625 ng mL'e 312,5 pg mL ™, respectivamente. Uma aliquota de 0,1 mL das solugdes dos extratos
dos frutos nas concentragdes (312,5, 625, 1.250, 2.500, 5.000 e 50.000) foi adicionada em um tubo de
ensaio com 1 mL de solu¢do de reagente (4 mmol L' de Molibdato de amdnio, fosfato de sédio a 28
mmol L' e acido sulfirico a 0,6 mol L'). Os tubos foram parcialmente selados e transferidos para um
banho-maria a 95°C durante 60 minutos. Ap6s o resfriamento dos tubos de ensaio, foi efetuada a leitura
a 695 nm utilizando um espectrofotdometro Gehaka®, modelo UV- 340 G contra um branco (300 uL de
etanol adicionados a 3 mL de reagente). A leitura foi realizada em triplicata. Para fins de célculos, os
valores da capacidade antioxidante dos frutos foram comparados com o padrdao BHT nas seguintes
concentragdes (04, 13, 36, 111, 333, 1.000 e 5.000 ug mL ") e uma curva analitica foi confeccionada com
as absorcdes obtidas. Dessa forma, foi expressa uma equacgao da reta para a determinacio da capacidade
antioxidante total das amostras. Os resultados, foram encontrados em equivalentes miligramas de BHT
por g de amostra (mg EBHT g amostra) [26].

2.3 Analises estatisticas

Os resultados para as caracteristicas avaliadas (compostos fendlicos, flavonoides totais,
antocianinas totais e carotenoides totais), assim como a atividade antioxidante pelos métodos DPPH,
ABTS e Complexo Fosfomolibdénio, foram analisados conforme a varidncia, seguidos pelo teste F, para
verificar a existéncia de diferenca entre as amostras, de acordo com a aplicacdo de cada metodologia
utilizada. As anélises foram realizadas utilizando o programa Sisvar®[27] e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em graficos de barras
e o software empregado foi o GraphPad Prism versdo 5.01.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagdo dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais sdo substincias imprescindiveis para o desenvolvimento e a
reproducdo dos vegetais e, além disso, conferem pigmentacdo e protecdo contra raios ultravioleta,
microrganismos e insetos. Diante de situacdes de estresse como limita¢Ges hidricas, nutricionais ou até
mesmo ataques de microrganismos patogénicos, as plantas utilizam como contingé€ncia a ativacdo das
vias biossintéticas para a produc¢do de metabdlitos secundarios como os compostos fendlicos [28]. Esses
compostos podem ser divididos em dois grupos: flavonoides e ndo flavonoides, englobando numerosos
compostos com diferentes estruturas quimicas como flavanéis, flavonoides, antocianinas e os acidos
fendlicos, sendo que muitos deles demonstram atividade antioxidante [29].

Os teores dos Fenolicos Totais (FT) obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu e expressos em
miligramas de equivalente de acido galico (mg EAG) por 100 gramas do fruto (100 g™ fruto) no trabalho
realizado, encontram-se demonstrados na Figura 1.
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Figura 7. Teor de compostos fendlicos totais utilizando as amostras (ADA - C. adamantium, LIN -C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa e GZU
- C. guazumifolia. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Através da analise estatistica utilizando o teste de Scott-Knott (p <0,05), observa-se que a cultivar
C. guazumifolia (2.953,42 + 141,22 mg EAG 100 g ') apresentou o maior teor de Fendlicos Totais,
seguida pela C. adamantium (1.547,44 79,49 mg EAG 100 g ). Em contrapartida, o extrato da C.
sessiliflora Patos de Minas apresentou a menor concentracdo de compostos fendlicos dentre as espécies
analisadas (197,44 + 2,99 mg EAG 100 g!), porém apresentou valores estatisticamente semelhantes as
espécies de C. sessiliflora Lagoa Formosa (336,32 = 9,40 mg EAG 100 g') e C. lineatifolia (308,11 +
12,82 mg EAG 100 g 1.

Comparando ao trabalho descrito por Opata [30], onde foi avaliada a obtencdo de compostos
fendlicos de amostras de C. xanthocarpa in natura (2.924 mg EAG 100 g!), de amostras liofilizadas do
p6 de guabiroba (1.732 mg EAG 100 g') e amostras secas em estufa sem circulagdo (747 mg EAG 100
g 1) e com circulagio for¢ada de ar (502 mg EAG 100 g'), foi verificada que a concentra¢do dos
compostos fendlicos nas amostras da C. guazumifolia (2.953,42 + 141,22 mg EAG 100 g') e da C.
adamantium (1.547,44 + 79,49 mg EAG 100 g') apresentaram resultados significativos diante da
utilizacdo do extrato aquoso.

No estudo de otimizagao para extragdo de biocompostos em metanol na polpa e residuos de frutos
de gabirobas (C. adamantium) procedentes da regido central de Goiis, foram encontradas as
concentragoes de fendlicos totais de 1.222,59 mg EAG 100 g' e 1.787,65 mg EAG 100 g,
respectivamente [31]. Para Santos et al. [32], o extrato etandlico dos frutos maduros de gabiroba coletados
de plantas nativas dispersas no distrito de Itaiacoca — PR demonstrou um valor médio para esses
compostos fendlicosde 131 mg EAG 100 g'. Adicionalmente, Lima et al. [19] reportaram valores de 229
mg EAG 100 g para champa (C. lineatifolia). Nesse contexto, é possivel avaliar que no presente estudo
fitoquimico, o conteddo de compostos fendlicos da C. guazumifolia superou aos valores relatados na
literatura para os extratos metandlicos da polpa, residuos e frutos de gabirobas.

De acordo com varios pesquisadores, os compostos fendlicos t€m sido bastante avaliados em uma
grande variedade de frutas. Em estudo comparativo com diferentes espécies frutiferas nativas da familia
Mpyrtaceae e do Cerrado Brasileiro (Tabela 2), pode-se observar que a C. guazumifolia no presente
trabalho se destacou frente a concentracdo expressiva de fendlicos totais enaltecendo o potencial
funcional dos seus frutos, contribuindo efetivamente para o combate de radicais livres.



Tabela 2. Contetido de compostos fendlicos totais (mg EAG 100 g!') em espécies de Myrtaceae e do
Cerrado Brasileiro (polpa e frutos).

Parte da Contetdo FT

Nome Popular Nome Cientifico Planta (mg EAG 100 g) Referéncia
Mpyrtaceae Murta Blepharocalyx salicifolius fruto 511,65+ 1,34 [33]
Mpyrtaceae Pitanga-do-cerrado Eugenia punicifolia polpa 327,00 £ 10,00 [34]
Mpyrtaceae Araca-pitanga Eugenia leitonii polpa 0,1518 £0,0079 [35]
Mpyrtaceae Grumixama Eugenia brasiliensis polpa 0,2669 +0,0122 [35]
Cerrado Marolo Annona crassiflora Mart. polpa 739,37 £7,92 [37]
Cerrado Murici Byrsonima crassifolia (L.) Rich) polpa 334,37 £9,07 [37]
Cerrado Pequi Caryocar brasiliense Pol’paA (base 331,5 £ 66,09 [38]
imida)
Cerrado Pequi Caryocar brasiliense POIS :Cgt;ase 1116,7£113,37 [38]

De acordo com Vagula e colaboradores [39], a constituicdo e producdo quantitativa dos
fitoquimicos vegetais ou compostos funcionais podem alterar ou se manifestar conforme o cultivo,
localizagdo e partes dos frutos. Ainda, conforme reportado por Martins et al.[40] as condi¢des geograficas
e ambientais do local de origem, bem como os fatores fisiologicos e genéticos das plantas também podem
influenciar no teor de compostos fendlicos produzidos pelo vegetal. Tal variacdo pode explicar a
diferenga observada no teor de compostos fendlicos nas duas espécies de C. sessiliflora trabalhadas (C.
sessiliflora Patos de Minas -197,44 + 2,99 mg EAG 100 g' e C. sessiliflora Lagoa Formosa - 336,32 +
9,40 mg EAG 100 g') que apresentaram diferentes teores de fendlicos totais. Contudo, é importante
ressaltar que a eficdcia da ac@o antioxidante depende da estrutura quimica e concentracdo desses
fitoquimicos nos frutos e demais partes das plantas.

3.2 Determinacdo do teor de flavonoides totais

Os flavonoides sdo capazes de apresentar atividades biol6gicas, com efeitos anti-inflamatérios,
citotéxicos e protetores da mucosa géstrica, bem como efeitos terapéuticos na aterosclerose, cancer e
doenca de Alzheimer [41-43]. E considerada uma classe importante de produtos naturais apresentando
uma estrutura polifendlica encontrada em frutas e vegetal com atividade antioxidante, cuja poté€ncia
depende do nimero e posicao dos grupos hidroxilas livres [44].

No presente estudo realizado com os frutos de 04 espécies de gabiroba, os resultados obtidos na
determinacdo dos flavonoides totais pelo método de Lees e Francis [21], expressos como miligramas por
100 gramas do extrato seco dos frutos (mg 100 g') s@o apresentados na Figura 2.
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Figura 8. Teor de flavonoides totais utilizando os extratos (ADA - C. adamantium, LIN - C. lineatifolia,
SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU - C.
guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.

Observou-se que o extrato da espécie C. guazumifolia foi o que apresentou o maior conteido de
flavonoides totais (43,17 * 2,25 mg 100 g') apresentando uma relacdo direta com o conteddo de
polifenois encontrado no trabalho. Em seguida, os extratos de C. adamantium (36,63 + 0,17 mg 100 g!)
e C. lineatifolia (35,70 = 0,28 mg 100 g'') apresentaram resultados estatisticamente semelhantes.

Estudos anteriores da composi¢do fitoquimica evidenciaram a presenga tanto dos compostos
fenodlicos quanto de flavonoides em plantas do género Campomanesia spp.[45-46]. No trabalho realizado
por Limberger [47] foi encontrado o valor de 2.507 mg ER 100 g!' (miligramas de equivalente de Rutina
por 100 gramas da amostra) para o contetdo de flavonoides totais no extrato aquoso das folhas secas de
C. xanthocarpa coletadas em Uruguaiana/ RS, a partir da formacdo de complexos com solugdo de cloreto
de aluminio.

Nos experimentos desenvolvidos por Dalastra [48], utilizando também o método de complexacado
com cloreto de aluminio, foi detectada uma concentracdo de flavonoides totais no extrato etandlico das
folhas de C. xanthocarpa de 5,264 mg de catequina 100 g de extrato, valor esse superior ao extrato da
polpa com etanol 0,718 mg de catequina 100 g' de extrato. Entretanto, em outros trabalhos, foram
encontrados valores mais baixos para o teor de flavonoides em extratos etandlicos das folhas de outras
duas espécies de gabiroba C. adamantium (1,798 mg de quercetina 100 mg™) e C. guaviroba (0,304 mg
de quercetina 100 mg™') [49]. Portanto, comparando com a literatura, é possivel considerar que o método
de extracdo e o tipo de solvente podem influenciar na concentragdo de compostos bioativos da mesma
espécie ou até mesmo de espécies diferentes de cada planta, sugerindo que determinados solventes nio
conseguem realizar a extracdo dos metabdlitos secundarios de forma efetiva [50].

Os flavonoides, em sua grande maioria, conseguem sequestrar os radicais livres, agindo como
agentes antioxidantes pela reacdo direta com esses radicais para formar produtos menos reativos. Podem
agir também como potentes inibidores de determinadas enzimas metabdlicas responsaveis pela geracio
de radicais livres, tais como cicloxigenase, lipoxigenase, mono aminaoxidase e xantina oxidase [51].
Assim, pode-se sugerir que o extrato de C. sessiliflora PT (17,13 + 0,34 mg 100 g') possui a menor
capacidade seqiiestradora de radicais livres ligada a composicao de flavonoidicos ja que exibiu o menor
teor de flavonoides totais no estudo.

E importante ressaltar que existem poucos trabalhos na literatura sobre a quantificacio desse
metabdlito em frutos das espécies de Campomanesia spp. para comparacio e, que os valores encontrados
neste estudo parecem ser relevantes diante dos encontrados nas folhas e polpas das outras espécies. O



extrato obtido da C. guazumifolia apresentou um percentual consideravel de flavonoides diante do teor
de fenolicos totais o que pode corroborar para o poder redutor exercido por esta amostra.

3.3 Determinacdo do teor de antocianinas totais

Nas ultimas décadas, o interesse pela comunidade cientifica por compostos bioativos de origem
natural tem aumentado bastante devido ao potencial destes metabdlitos na prevencdo e tratamento
complementar de doengas inflamatérias cronicas [48].

Segundo Beta e Duodu [52], os agentes antioxidantes t€ém a capacidade de prevenir e reparar
danos causados pelo processo de oxidagdo, podendo estar em alguns nutrientes e em substincias ndo
nutricionais como os fitoquimicos. Dentre estes varios compostos, as antocianinas se destacam como
agentes com potencial poder redutor e capacidade anti-inflamatéria [53].

Para Mazza [54], as antocianinas t€ém demonstrado um papel promissor em diversas agdes
bioldgicas, destacando além da acdo anti-inflamatéria, atividades antioxidantes, antimicrobianas e
anticancerigenas. Além disso, apresentam também vérios efeitos sobre os vasos sanguineos, plaquetas e
lipoproteinas podendo mitigar o risco de doengas cardiacas. Os dados obtidos dos teores de antocianinas
totais dos extratos das espécies de Campomanesia spp., determinado pelo método espectrofotométrico
descrito por Lees e Francis [21], expressos em miligramas 100 g'! da amostra (mg 100 g!' da amostra)
estao expostos na Figura 3.
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Figura 9. Teor de antocianinas totais dos extratos analisados das espécies (ADA - C. adamantium, LIN
- C. lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa,
GZU - C. guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

De acordo com a andlise estatistica utilizando o teste de Scott-Knott (p<0,05), podemos observar
que dentre as cultivares de Campomanesia spp. analisadas no trabalho, a cultivar da C. guazumifolia
demonstrou maior valor do contetido de antocianinas (7,96 + 0,38 mg 100 g'). Em relacdo a isso, a C.
guazumifolia demonstrou também nesse estudo, a maior concentragdo de compostos fendlicos (2.953,42
+141,22 mg EAG 100 g) e flavonoide totais (43,17 2,25 mg 100 g'!) entre os extratos analisados, isso
explica, os maiores valores encontrados para antocianinas totais, j& que essas substincias sio
quimicamente pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos.

Em seguida, as cultivares C. sessiliflora LF (3,12 £ 0,05 mg 100 g') e C. sessiliflora PT (2,81 +
0,09 mg 100 g'), apresentaram valores estatisticamente semelhantes.

10



Comparando com os resultados das unidades amostrais dos frutos de gabiroba no presente estudo,
essas apresentaram resultados bastante inferiores aos frutos de jabuticaba (314 mg 100 g! de fruta), uva
(227 mg 100 g), jamboldo (386 mg 100 g') e amora (290 mg 100 g™) [55]. Isso pode ser condizente
com as pesquisas realizadas por De Souza [56] as quais destacaram que os frutos que apresentam
coloracdo amarela como a gabiroba, aracd amarelo e butid apresentam maiores teores de flavonoides em
relacdo as frutas de coloracdo vermelha/puirpura (jabuticaba, araca vermelho, pitanga, jabuticaba, amora
preta), as quais revelam maior quantidade de antocianinas e compostos fenélicos. Para Gross [57] a
diferenciacdo de colorac@o nos diversos frutos apresenta uma relacdo positiva com a concentragdo de
antocianinas. Por outro lado, a cultivar da C. lineatifolia demonstrou o menor teor de antocianinas totais
(1,22 mg 100 g') no presente estudo. Porém, apresentou uma concentra¢do superior ao encontrado por
De Souza [56] no qual o extrato metandlico da polpa de C. xanthocarpa apresentou 0,344 mg 100 g'!. Ja
no trabalho conduzido por De Paulo Farias e colaboradores [58] o conteido encontrado para as
antocianinas totais nos frutos de C. xanthocarpa variou de 3.24 a 11.68 mg 100 g', valor esse superior
ao detectado por De Souza [56] e aos resultados encontrados em nosso trabalho. Diante disso, € possivel
apontar que existem varios fatores que podem interferir no método extrativo das antocianinas totais. Além
da natureza do solvente, as antocianinas podem se mostrar sensiveis a degradacio por fatores como pH,
temperaturas elevadas, luz, oxigénio, agitacdo excessiva, entre outros comprometendo a extragao efetiva
de seu conteido [59-60]. Portanto, dentre as amostras testadas em nossa pesquisa para a determinagao do
teor total de antocianinas pelo método de Lees e Francis [21], o extrato aquoso dos frutos da espécie C.
guazumifolia foi o que apresentou o melhor resultado, podendo ser destacado como uma fonte natural de
antioxidantes, além de sugerir uma bioatividade predita favoravel.

3.4 Determinacdo do teor de carotenoides totais

Os carotenoides se caracterizam como pigmentos coloridos lipossoliveis encontrados em
bactérias, fungos, algas, diversas plantas e alimentos. Pertencem a familia dos tetraterpenos (isoprendide
a base de C40) conferindo aos frutos, folhas e flores coloragdo variante do amarelo ao vermelho.
Conforme reportado em alguns estudos, apresentam expressivas propriedades antioxidantes, apoptdtica e
inibidora do crescimento de tumores malignos demonstrando epidemiologicamente correlacio entre a alta
ingestdo desses compostos bioativos e a quimioprevencdo do cincer de mama, cervical, colorretal e
doengas oculares e cardiovasculares. Além disso, a suplementacdo com carotenoides pode proporcionar
crescimento celular, controlar a expressao génica, bem como promover imunomodulagéo [61].

Diante dos efeitos benéficos apresentados por estes metabdlitos secundarios na satdde e na
reducgdo do risco de determinadas doengas, torna-se interessante a pesquisa desses compostos nas espécies
de Campomanesia spp. estudadas. Sendo assim, os conteidos de carotenoides totais dos extratos,
determinado pelo método espectrofotométrico descrito por Lichthentaler [22], expressos em miligramas
¢! da amostra (mg g"! da amostra) estdo evidenciados na Figura 4.
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Figura 10. Teor de carotenoides totais utilizando os extratos (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU
- C. guazumifolia). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Conforme observado pelo teste estatistico de Scott-Knott (p<0,05), o extrato de C. guazumifolia
apresentou o maior teor de carotenoides totais com o valor de 64,06 + 12,55 mg g da amostra, seguido
pelos extratos de C. sessiliflora LF (28,74 £ 6,04 mg g), C. sessiliflora PT (20,86 = 4,22 mg g'), C.
adamantium (20,65 * 0,43 mg g') e C. lineatifolia (18,97 + 0,28 mg g'), os quais ndo foram
estatisticamente diferentes.

Foram encontradas poucas informacdes na literatura sobre a identificacdo e quantificacdo de
carotenoides totais nas espécies de Campomanesia spp. utilizadas nesta pesquisa. Assim, o presente
estudo demonstra que estas plantas de ocorréncia no Cerrado, podem ser apontadas como fontes
promissorasde carotenoides totais.

Em pesquisas anteriores, ha relatos de constituintes totais e individuais dos carotenoides nas
demais espécies deste género. Pereira ef al. [62] demonstraram que a C. xanthocarpa O. Berg apresentou
0, 30553 mg g' de conteido total de carotenoides contendo a seguinte composi¢do quimica
criptoxantina> luteina> -caroteno>zeaxantina>a-caroteno> -caroteno 5,6-ep6xido>13-cis-B-caroteno>
9-cis- B-caroteno. Ja a uvaia (Eugenia pyriformis), representante também da familia Myrtaceae,
expressou neste mesmo estudo a maior concentragio total de carotenoides com cerca de 0,90933 mg g''e
a seguinte composicao quimica luteina> B-caroteno>criptoxantina> a-caroteno>zeaxantina> 13-cis-f-
caroteno> 9-cis- -caroteno> B-caroteno 5,6-epdxido.

E importante ressaltar que cada constituinte individual dos carotenoides possui sua atuacdo
funcional modulando os sistemas biolégicos através, principalmente, da neutralizagdo de radicais livres
e utilizam ao mesmo tempo a energia obtida deste processo para a manutencdo de suas moléculas. O f-
caroteno exemplifica essa fun¢@o antioxidante que ocorre nas fases lipidicas, inativando as espécies
quimicas reativas que causam danos as membranas lipoproteicas. Além disso, outros carotendides como
B-caroteno, 13-cis-f-caroteno,9-cis-p-caroteno e 5,6-epoxi-fB-caroteno podem ser absorvidos e
convertidos em vitamina A pelo corpo humano [58].

Outros representantes da familia Myrtaceae também exibiram conteido expressivo de
carotenoides nos extratos de seus frutos/ polpas: Eugenia brasiliensis Lam - Grumixama (5,122 mg g'h);
E.pyriformis Cambess — Uvaia (13,066 mg g'); e E.desinterica DC. - Cagaita (0,0077 mg g') [63].
Assim, comparando-se os resultados das andlises fitoquimicas realizadas nesse estudo aos trabalhos de
Pereira et al. [62] e De Aratijo et al. [63], as quantidades de carotenoides totais para as quatro espécies
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de Campomanesia spp. foram superiores, inferindo que a ingestdo desses frutos pode contribuir para a
prevencdo e reducdo da incidéncia de vérias patologias crOnicas ndo transmissiveis.

Ainda, na andlise da composicdo fitoquimica dos frutos das espécies Syzygium cumini
(Jambolao), S. malaccense (Jambo Vermelho), E. pyriformis Cambess (Uvaia) e C. xanthocarpa O. Berg
(Guabiroba), também pertencentes a familia Myrtaceae, De Paulo Farias e colaboradores [58]
encontraram os respectivos conteddos para os carotenoides totais 0,0009 mg g'; 0,0001 a 0,0393 mg g*';
0,0207 a 0,0256 mg g™ € 0,0302 a 0,0722 mg g'. Em comparag@o com o estudo supracitado, foi possivel
observar que as espécies de Campomanesia spp. na presente andlise também demonstraram maiores
teores para esses fitoquimicos, atestando que essas espécies de gabiroba podem representar uma fonte
promitente de antioxidantes naturais de interesse e recomendacao na saide humana.

Portanto, dentre as amostras testadas para a determinacio de carotenoides totais pelo método de
Lichthentaler [22], o extrato dos frutos da C. guazumifolia foi o que apresentou o melhor resultado, sendo
um importante prototipo para novos estudos baseados no conhecimento de seu potencial funcional.

3.5 Determinacoes da Atividade Antioxidante
3.5.1 Analise da atividade antioxidante pelo método DPPH

Determinados compostos presentes nas plantas podem expressar atividade antioxidante
combatendo os radicais livres e evitando danos as células através do estresse oxidativo [64].

A fim de avaliar essa atividade in vitro, um dos métodos utilizados foi o ensaio baseado na
inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil pelo contetido existente de espécimes antioxidantes nos
frutos do atual estudo. De acordo com a técnica executada, os radicais DPPH" sofrem reducio pelos
agentes antioxidantes presentes tornando-se estiveis e conferindo alteragdo da cor violeta para um
amarelo palido [65].

A metodologia de deteccdo da atividade por DPPH demonstra-se simples e rapida, ndo
envolvendo condi¢des extremas de temperatura e oxigenagao. Portanto de facil aplicagéo, sendo indicada
para a andlise de grande niimero amostral a partir de extratos em solventes de diferentes polaridades e até
mesmo em substancias isoladas [66-67].

No presente estudo, foi observada que a intensidade da coloragdo violeta do DPPH foi
inversamente proporcional a atividade antioxidante das amostras conforme dosagens
espectrofotométricas realizadas no comprimento de onda 517 nm. Os resultados para essa acdo
antioxidante das quatro espécies testadas estdo demonstrados na Figura 5.
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Figura 11. Porcentagem da atividade antioxidante das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU
- C. guazumifolia) nas concentragdes (312,5, 625, 1.250, 2.500, 5.000 e 50.000 pg mL ") pelo método do
DPPH'. Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar a concentragao entre as amostras e
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mintsculas para comparar a concentragao dentro de cada amostra, ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Verificou-se atividade sequestradora do radical DPPH" em todas as espécies de gabiroba testadas
e os resultados mostraram-se dose-dependentes com relacdo significativa entre a concentracdo e a
atividade, ou seja, a medida que se aumentou a concentra¢do houve aumento da resposta antioxidante.
Portanto, a acdo antioxidante é mais evidente nas maiores concentracdes. Somente na concentracio
50.000 ug mL"'da espécie C. adamantium que néo foi observada essa relagio em detrimento ao processo
de saturagdo, devido provavelmente a alta concentracio do substrato.

Segundo o estudo de Freitas et al. [68], a capacidade antioxidante dos extratos pode ser
classificada como forte quando estes apresentarem um percentual de captura de radicais livres maior que
70%; moderada quando a atividade antioxidante estiver entre 50% e 70%; e fraca quando eliminarem
menos de 50% dos radicais DPPH.

Foi observado que nos resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante pela captura do
radical DPPH, na concentra¢do 50.000 ug mL ™!, os extratos de C. guazumifolia (98,0%), da C. sessiliflora
LF (88,5%), da C. sessiliflora PT (87,9%) e da C. lineatifolia (83,5%) apresentaram forte atividade (maior
que 70%). Contudo nesse contexto, € importante ressaltar que mesmo todos os extratos apresentando uma
forte capacidade antioxidante, estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05), foi notado que nessa
concentragdo de 50.000 pug mL ™! houve diferengas expressivas em relagdo a atividade redutora dos
extratos. O genétipo da C. guazumifolia apresentou um maior potencial sequestrador dos radicais, em
seguida, as espécies C. sessiliflora PT e LF, as quais ndo apresentaram diferengas significativas entre elas
e a C. lineatifolia que demonstrou resultado significativamente diferente (p<0,05), conferindo uma
capacidade inferior de captura do radical DPPH" dentre os extratos analisados.

Ja o extrato de C. adamantium apresentou 69,3% de atividade na concentracdo de 50.000 pg
mL'que corresponde a uma moderada atividade de eliminagio dos radicais (entre 50% e 70%). Contudo,
diante da ocorréncia da saturac@o nao foi possivel avaliar fidedignamente a sua capacidade antioxidante.

Quanto ao potencial antioxidante, verificou-se que o extrato de C. guazumifolia conferiu os
melhores resultados nas concentracdes 50.000, 5.000, 2.500, 1.250 e 650, alcangando, respectivamente,
98,0%, 91,8%, 91,5% e 89,7% de seqiiestro dos radicais. Esse comportamento pode ser justificado pela
relagdo direta com o elevado teor de fendlicos totais encontrados nessa espécie que demonstram potencial
capacidade redutora, bem como pelos conteidos consideraveis dos demais compostos antioxidantes,
flavonoides e antocianinas totais. Em contrapartida, o extrato de C. lineatifolia ofereceu uma menor
capacidade doadora de elétrons para os radicais formados. Além de terem apresentado menores contetddos
de polifendis e antocianinas totais nas andlises realizadas, o baixo desempenho na atividade pode ser
explicado pelo comprometimento na extracdo de compostos com significativo poder redutor e/ou pela
presenca de compostos com baixo potencial seqiiestrador de radicais.

Contribuindo para a avaliacdo dos resultados encontrados no presente trabalho, Pacheco [69]
verificou em seus estudos os resultados percentuais de inibi¢cao do radical DPPH" de 95,13%, 95,62%,
94,53% e 87,20% para os frutos de Campomanesia xanthocarpa, Pisidium cattleianum acesso 44 (araga-
rosa), Syzygium cumini (jamboleiro) e Eugenia pyriformis acesso 3 (uvaia), respectivamente, espécies
essas pertencentes também a Familia Myrtaceae. Ainda, de acordo com o trabalho conduzido por Fonseca
[70], o extrato metandlico das folhas de C. sessiliflora variou sua percentagem de neutralizacio de 57,12
a 90,20% que comparada ao padrio Trolox demonstrou capacidade antioxidante consideravelmente alta.
Desse modo, os estudos acima corroboram para a relevante atividade antioxidante exibida pelo extrato
de C. guazumifolia.

Virios estudos recentes t€m reportado a capacidade de inibi¢do do radical DPPH' conforme a
concentracio eficiente (CEsp), ou seja, quantidade de antioxidante necessaria para reduzir a concentragao
inicial de DPPH em 50%. Oliveira e colaboradores [71] verificaram em seus estudos a concentracio
inicial de DPPH (CEso) de 740,0 ug mL™! para 6leo essencial de folhas de C. adamantium inferindo um
baixo potencial antioxidante em comparagdo a quercetina (CEsp= 3,13 ug mL™"). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior a sua atividade antioxidante. Neste
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trabalho de Oliveira et al. [71], o 6leo essencial da C. adamantium apresentou CEso igual a 2.538 ug mL-
! quando comparada ao écido ascérbico (CEsp = 2,15 ug/mL), demonstrando também uma baixa
capacidade de neutralizagdo dos radicais livres. J4 Barbosa [72] reportou em seu trabalho que o extrato
etanolico foliar da C. lineatifolia apresentou CEsp de 10,02 a 6,83 ug mL!, sugerindo uma melhor
capacidade de eliminacdo de radicais livres. Contudo, torna-se dificil compararmos os valores obtidos
para as atividades antioxidantes na presente analise aos resultados encontrados nesses estudos, uma vez
que as metodologias e formas de expressdo dos resultados sdo distintas[69].

Nesse contexto, relacionando a capacidade antioxidante encontrada para os extratos das espécies
de Campomanesia spp. através do método DPPH, podemos sugerir que houve uma associagao direta entre
o contetido dos compostos bioativos, principalmente os compostos fendlicos, e a atividade antioxidante
pela técnica do DPPH, haja vista que alguns trabalhos cientificos reportam consonancia entre o teor dos
compostos fendlicos totais e a capacidade de neutralizacdo dos radicais livres [73], [74], [37]. As amostras
concentradas de compostos fendlicos sdo determinantes para uma maior agao redutora. Segundo Soares
[75], a atividade antioxidante depende também da composi¢cdo das estruturas basicas dos fendis e
flavonoéides, onde geralmente os compostos com grupamentos polares, como as hidroxilas, apresentam
maior atividade antioxidante. Portanto, pode-se sugerir que o teor de compostos fendlicos na espécie de
C. guazumifolia tenha contribuido para a sua efetividade na eliminagdo de radicais livres de 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila.

3.5.2 Andlise da atividade antioxidante pelo método de neutralizacdo do radical ABTS

Conforme delineado por Aradjo, Martins e Borba [76] a elevac@o dos niveis de espécies reativas
de oxigénio e de nitrogénio no metabolismo, decorrente do estresse oxidativo, esti diretamente ligada ao
aparecimento e desenvolvimento de varias patologias cronicas como cancer, doengas cardiovasculares e
neuroldgicas. Diante deste fato, para que ocorra a supressao e prevengdo na produgdo destes radicais é
preciso atuagdo de um efetivo mecanismo antioxidativo realizado por agentes antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos [77]. Com isso, nos ultimos anos, a pesquisa por esses agentes tem sido de grande
interesse pela comunidade cientifica através da utilizacdo de ferramentas analiticas para avaliacdo da
capacidade antioxidante de compostos naturais [78].

No decorrer do presente trabalho, pode-se observar que os frutos das espécies de Campomanesia
spp. apresentaram uma constitui¢ao relevante desses agentes antioxidantes e a técnica colorimétrica de
inibi¢do do radical livre ABTS™ através de reagdo quimica com ABTS (2,2-azinobis-[3-etil-
benzotiazolin-6-acido sulfénico]), conforme Re et al. [25], foi utilizada como uma ferramenta analitica
no intuito de ampliar ainda mais a avaliagdo do potencial antioxidante desses bioativos. Esse método é
aplicavel para a andlise de compostos puros, agentes antioxidantes hidrossoldveis e lipossoliveis, bem
como extratos de plantas.

A técnica ABTS consiste na capacidade de estabilizagdo do radical pré-formado ABTS™ por
substancias doadoras de elétrons. Inicialmente apresenta coloracdo azul esverdeada mediante reacio com
persulfato de potassio e apés a adigdo do agente antioxidante, o qual promove a redugdo do radical
ABTS™ a ABTS, ocorre a perda gradual da cor inicial do meio reacional em congruéncia com a
concentracdo dos extratos testados [25], [79].

Diante da utilizagdo desta metodologia, a capacidade antioxidante das amostras testadas foi
determinada como uma porcentagem decrescente da intensidade da cor e estatisticamente conforme o
teste de Scott (p<0,05) apresentando os seguintes resultados na Figura 6.
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Figura 12. Porcentagem da atividade antioxidante das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C.
lineatifolia, SESSPT - C. sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU-
C. guazumifolia) pelo método do ABTS, nas concentragdes (312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 pg
mL ). Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas para comparar a concentragdo entre as amostras €
mintsculas para comparar a concentragao dentro de cada amostra, ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Observou-se que a espécie C. guazumifolia (96,1%) foi a que apresentou maiores resultados
perante as demais espécies na capacidade antioxidante, uma vez que o seu extrato mostrou-se mais efetivo
em todas as concentracdes testadas, sendo obtidos 10,9%, 19,8%, 40,6%, 76,7%, 95,6% e 96,1% nas
concentracdes 312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000, respectivamente. Sugere-se que tal resultado foi
devido aos teores elevados dos metabdlitos secundarios encontrados nas analises anteriores supracitadas.

Em seguida, a C. adamantium (85,9%) foi a espécie a apresentar melhores resultados para a acdo
antioxidante, demonstrando respectivamente 9,9%, 13,8%, 31,6%, 62,4%, 82,5% e 85,9% de atividade
nas concentracdes 312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 ug mL". E importante ressaltar, que nessas
duas espécies, verificou-se que o potencial antioxidante foi diretamente proporcional a concentra¢do do
extrato, sendo que a medida que houve um aumento da concentragdio da amostra houve
concomitantemente uma elevacao da capacidade de inibi¢do dos radicais livres assim como no método
DPPH.

Em seu trabalho, Pacheco [69] também avaliou a capacidade antioxidante dos extratos dos frutos
através do método de neutralizagdo do radical ABTS, reportando os seguintes valores percentuais de
inibi¢do do ABTS™": Campomanesia xanthocarpa (55,32%), Pisidium cattleianum (variagdo de 66,12 a
71,95%), Syzygium cumini (64,14%) e Eugenia pyriformis (variagdo de 18,32 a 25,99%). E do mesmo
modo com o observado no teste de DPPH, comparando com os resultados anteriores, podemos enfatizar
a relevante propriedade anti-radical exibida pelas variedades C. guazumifolia (96,1%) e C. adamantium
(85,9%), respectivamente no método ABTS.

Por outro lado, a variedade C. sessiliflora PT (52,3%) mostrou o menor potencial redutor podendo
sugerir que a capacidade antioxidante apresentada estd relacionada ao baixo rendimento de fenolicos
totais encontrados no presente trabalho.

3.5.3 Andlise da atividade antioxidante pelo método de redugcdo do Complexo de Fosfomolibdénio
Essa metodologia trata-se de um procedimento de simples execugdo e de baixo custo para avaliar

a atividade antioxidante total (ATT) de uma mistura complexa de compostos, incluindo os extratos
vegetais. A ATT fundamenta-se na reducdo de fons metélicos, sendo delimitada quantitativamente através
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da reducdo do Mo VI em Mo V formando o complexo de fosfato de molibdénio. Inicialmente, a solucdo
apresenta-se com coloracdo amarela e, em meio 4cido e na presenca de um agente redutor, a solugdo de
fosfato de molibdénio se reduz convertendo para a cor verde. E importante ressaltar que esse
procedimento possui a vantagem de determinar a capacidade avaliativa do potencial antioxidante de
componentes hidrofilicos e lipofilicos das amostras [26], [80].

Na avaliacdo da ATT, todos os extratos atestaram atividade que foi evidenciada pela alteracio da
coloracdo das reacdes durante as anélises. Na Figura 7 estdo demonstrados os dados obtidos da capacidade
antioxidante total dos cinco extratos.
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Figura 13. Absorbancia das amostras (ADA - C. adamantium, LIN - C. lineatifolia, SESSPT - C.
sessiliflora— Patos de Minas, SESSLF - C. sessiliflora — Lagoa Formosa, GZU - C. guazumifolia) pelo
método do Complexo fosfomolibdénio, nas concentragdes (312,5; 625; 1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 pg
mL ™). Médias seguidas pela mesma letra, maitisculas para comparar a concentragdo entre as amostras e
mintsculas para comparar a concentra¢ao dentro de cada amostra, ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Os resultados dos ensaios exibidos mostraram que a cultivar da C. lineatifolia (195,7 mg EBHT
¢! amostra) apresentou maior capacidade antioxidante total em rela¢do as demais espécies, sendo obtidas
as absorbancias 0,227; 0,404; 0,663; 1,236; 1,531 e 1,537 nas respectivas concentracdes 312,5; 625;
1.250; 2.500; 5.000 e 50.000 pg mL"!, demonstrando assim uma rela¢do concentra¢do-dependente nos
resultados obtidos. Contudo, foi observado que essa espécie apresentou os menores rendimentos de
metabolitos secundérios no presente trabalho com excecdo do conteido de flavonoides, podendo ser
justificada a maior atividade antioxidante total pela presenga de outros compostos quimicos que nao sejam
os fendlicos totais e que essa atividade mais pronunciada seja decorrente de um sinergismo dos
componentes presentes na amostra [81].

A espécie C. adamantium (105,1 mg EBHT g! amostra) também mostrou uma capacidade
antioxidante total satisfatoria diferenciando estatisticamente da C. lineatifolia nas concentracdes 1.250,
2.500 ¢ 5.000 ug mL™'. Assim, é importante ressaltar que os resultados encontrados para essas duas
espécies (C. lineatifolia — 195,7 mg EBHT g! amostra e C. adamantium — 105,1 mg EBHT g! amostra)
sdo dignos de meng¢do, uma vez que na literatura ndo foram evidenciados registros referentes a atividade
antioxidante por complexagdo do fosfomolibdénio para essas espécies.

Por outro lado, de acordo com a anéalise estatistica utilizando-se o teste de Scott, o extrato do
espécime C. sessiliflora LF (42,9 mg EBHT g amostra) foi o que provocou a menor redu¢do do
complexo de fosfomolibdénio. Entretanto, pode-se observar que na concentragdo 50.000 ug mL™!, todos
os extratos apresentaram expressiva AAT mesmo diferindo significativamente (p<0,05) nas demais
concentracdes. Portanto, as atividades antioxidantes totais dessas espécies podem ser consideradas
importantes para a utilizacdo desses extratos como aditivos antioxidantes.
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H4 uma escassez de estudos na literatura sobre a atividade antioxidante total pelo método do
fosfomolibdénio em amostras de gabiroba, sendo encontrada por Czaikoski et al. [82], a combinagdo da
ATT e o rendimento total de extragdo para extratos de C. xanthocarpa (1.089,20 mg tocoferol g'de
extrato) a 353,15 K e 25 MPa, a qual mostrou-se maior comparada aos extratos de gengibre que oscilou
de 484,64 a 931,67 mg tocoferol g! de extrato [83]. Sendo assim, o trabalho reporta pela primeira vez a
andlise avaliativa da agdo redutora através do método de complexacdo pelo fosfomolibdénio para as
quatro espécies de Campomanesia spp., indicando que os frutos dessas espécies podem ser boas fontes
naturais de antioxidantes.

3.5.4 Anadlise das atividades antioxidantes equivalentes ao padrao BHT

Em consonincia com Mendes et al. [84], faz-se necessario considerar dois preceitos diferentes
nos processos de avaliagdo das atividades antioxidantes. O primeiro se refere a consideracdo da
capacidade de eliminacao dos radicais livres pelo composto antioxidante que pode ser predita pelas suas
respectivas concentracio e reatividade. E o segundo, ao espectro de atuacdo desse antioxidante que é
controlado através de sua solubilidade e outros fatores especificos. Dessa forma, a potencialidade
antioxidante in vitro de determinados extratos € mais bem avaliada por mais de um método de
bioatividade. Portanto, foram utilizados os métodos de captura do radical livre DPPH, o de neutralizagdo
do radical organico ABTS e o do poder redutor do Complexo de Fosfomolibdénio agregando valor as
andlises realizadas no presente estudo.

Analisando os dois métodos utilizados in vitro (DPPH e ABTS) para a determinacio do potencial
antioxidante frente aos ensaios realizados, foi possivel observar que os mesmos se mostraram satisfatdrios
e apresentaram similaridade na detecc¢io da atividade anti-radical livre, principalmente para os gendtipos
C. guazumifolia e C. adamantium. Tal situac@o pode ser justificada pelo mecanismo de doacdo de elétrons
e de dtomos de hidrogénio comum as duas metodologias, bem como a constituicio do metabolismo
secundario [67].

Em uma visao geral, os valores exibidos para a neutralizacio de radicais livres pelo método DPPH
sobressaem aos resultados reportados pelo teste do ABTS demonstrando que a divergéncia encontrada na
atividade antioxidante pelas duas metodologias pode ser decorrente do modo de interac@o ou afinidade
dos compostos existentes nos extratos dos frutos com os neutralizadores de radicais livres [85].
Considerando essa vertente, para avaliar a contribuicdo dos metabdlitos secundarios fenélicos totais,
flavonoides, antocianinas e carotenoides com a atividade antioxidante pelos radicais livres DPPH e ABTS
das amostras analisadas foi utilizada a Correla¢do Linear de Pearson conforme representado na (Tabela
3).
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Tabela 3. Matriz de Correlag@o entre as varidveis Compostos Fendlicos, Flavonoides, Antocianinas e
Carotenoides Totais com a atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e Complexo de
Fosfomolibdénio das espécies de Campomanesia spp. analisadas.

Atividade antioxidante de acordo com o método

Metabo} 1t'0s DPPH ABTS Complexo Fosfomolibdénio
Secundarios
R Valor-p R Valor-p R Valor-p
Compostos 0,91 0,032* 0,96  0,009% 0,37 0,543
Fendlicos
Flavonodides 0,65 0,237 0,80 0,24 0,24 0,699
Antocianinas 0,95 0,012% 0,62 0,268 0,63 0,251
Carotendides 0,98 0,004* 0,68 0,210 0,54 0,343

* Apresentaram diferencas estatisticas pelo teste de correlagao de Pearson.

DPPH - Atividade de eliminacdo do DPPH; ABTS - Atividade antioxidante pelo método ABTS;
ADA -C. adamantium; LIN - C. lineatifolia; SESSPT - C. sessiliflora Patos de Minas; SESSLF - C.
sessiliflora Lagoa Formosa; GZU - C. guazumifolia.

De acordo com Moore [86], a correlacdo de Pearson se baseia em medir a dire¢do e o grau de
linearidade entre duas variaveis quantitativas. O coeficiente de correlagdo linear de Pearson (1) oscila de
-1 a 1. O sinal indica dire¢do positiva ou negativa referente a afinidade apresentada ¢ o seu valor indica a
forca da relagdo entre as variaveis quantitativas. Para a interpretacdo dos indices do coeficiente de
correlacao (r), foi estabelecida uma classifica¢do, de forma adaptada, conforme Cohen [87], Reidy e
Dancey [88] e Souza [89], sendo que para o valor r = 1,00 a correlagdo é considerada perfeita; r = 0,00
até 0,10 (infima); r= 0,10 até 0,50 (fraca); r= 0,50 até 0,80 (moderada); e r = 0,80 até 1,00 (forte). Quando
r se iguala a zero, pode-se afirmar a inexisténcia de correlacdo entre as variaveis analisadas.

Dessa forma, estatisticamente, foi observado que os conteudos de carotenoides (r = 0,98; p<
0,05), antocianinas (r = 0,95; p< 0,05) e compostos fendlicos (r = 0,91; p< 0,05) apresentaram uma
correlacao positiva, forte e significativa com a atividade antioxidante mediada pelo método do DPPH.
Em relagdo ao potencial de captura pelo ABTS, foi evidenciada uma correlagdo linear moderada e positiva
para o rendimento de carotenoides (r = 0,68; p> 0,05) e de antocianinas (r = 0,62; p> 0,05) e forte, positiva
e significativa para o teor de compostos fendlicos (r = 0,96; p< 0,05).

Bagetti e seus colaboradores [90], também encontraram uma correlagdo semelhante ao nosso
trabalho analisando a capacidade antioxidante do extrato de geléia de Cambuci (Campomanesia phae O.
Berg), onde foram observados os maiores valores nos resultados de DPPH. A correla¢do encontrada para
o conteddo de compostos fendlicos da geléia de Cambuci e as atividades antioxidantes pelos métodos
DPPH (r = 0,82) e ABTS (r = 0,80) foi positiva e forte corroborando para os resultados encontrados no
presente estudo.

Notoriamente, o rendimento de compostos fendlicos obtido no presente estudo apresenta uma
forte correlagdo positiva linear e significativa (p<0,05) com a atividade antioxidante in vitro exibida pelos
métodos de DPPH e ABTS. Tal comportamento pode ser observado principalmente nos extratos de C.
guazumifolia ¢ C. adamantium que apresentaram os maiores indices de fendlicos totais e as maiores
médias de atividade neutralizadora de radicais livres.

Nesse sentido, a acdo antioxidante encontrada neste estudo, determinada pelos métodos de DPPH
e ABTS para o extrato de C. guazumifolia, torna essa espécie um protdtipo particularmente promissor
contribuindo positivamente para a saide humana. Essa correlagdo pode ser verificada através de trabalhos
na literatura mostrando que a atividade seqiiestradora de radicais livres € altamente influenciada pelo
contetido substancial de compostos fendlicos na amostra examinada [91].

Tlustrando melhor o trabalho, os resultados obtidos das atividades antioxidantes dos trés métodos
estdo apresentados em miligramas de equivalente de BHT por g da amostra (mg EBHT g') na (Tabela
4).
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Tabela 4. Valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrao antioxidante BHT (mg equivalente
ao BHT por g do extrato) das espécies vegetais analisadas do género Campomanesia spp.

DPPH ABTS Complexo fosfomolibdénio
mg EBHT g! mg EBHT g! mg EBHT g!
ADA 49,1 B 83,7B 105,1 B
LIN 149 C 8,6 C 195,7 A
SESSPT 19,2C 34C 83,5B
SESSLF 19,7C 54C 429 C
GZU 568,3 A 1053 A 50,7 C

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.

ADA - C. adamantium; LIN - C. lineatifolia; SESSPT - C. sessiliflora Patos de Minas; SESSLF - C.
sessiliflora Lagoa Formosa; GZU - C. guazumifolia.

Na analise final da prospeccao fitoquimica utilizando os métodos espectrofotométricos descritos,
observa-se no presente estudo que o extrato dos frutos de C. guazumifolia foi o que apresentou maior
rendimento de compostos fendlicos (2.953,42 + 141,22 mg EAG 100 g '), flavonoides (43,17 + 2,25 mg
100 g'!), antocianinas (7,96 + 0,38 mg 100 g!) e carotenoides (64,06 + 12,55 mg g'). Esse elevado teor
de componentes fendlicos contribuiu diretamente para a maior atividade antioxidante pelos métodos
DPPH (568,3 mg EBHT g!) e ABTS (105,3 mg EBHT g!) sugerindo que esses fendlicos totais tém uma
participacdo efetiva na captura e neutralizacdo dos radicais livres desta espécie.

No entanto, no teste do poder redutor pela formagdo do complexo fosfomolibdénio (50,7 mg
EBHT g'), uma atuagdo oposta foi observada. De acordo com a matriz de correlacdo (Tabela 3), o
coeficiente linear de Pearson para os compostos bioativos variou de fraco a moderado e sem significancia
(p> 0,05) para a capacidade redutora do complexo de fosfomolibdénio. Desse modo, é importante
ressaltar que os componentes antioxidantes encontrados em cada um dos procedimentos utilizados nao
sejam, necessariamente, 0s mesmos € que os extratos consistem em uma mistura complexa de compostos
que podem apresentar interacdes antagdnicas ou sinérgicas [92].

Ainda, as divergéncias nas atividades conforme a metodologia utilizada, evidenciam que existe
uma diversidade e complexidade de mecanismos para a inibicdo da oxidag@o e para a neutralizacdo dos
radicais livres. Portanto, uma técnica pode se mostrar mais efetiva do que a outra, ndo devendo ser
comparados os resultados entre si se o principio da reacdo ndo for o mesmo. Além disso, a capacidade
total antioxidante observada no método do fosfomolibdénio esta ligada tanto a propensdo de doar um par
de elétrons (mecanismo redox), o qual depende da existéncia de compostos na amostra que possuam anéis
fenodlicos com duplas ligagdes, quanto em doar apenas um elétron ou um hidrogénio (mecanismo
radicalar), que € dependente da presenca de estruturas com hidroxilas disponiveis [93]. Portanto, podemos
sugerir que o resultado obtido na espécie C. guazumifolia para este teste pode estar relacionado a um ou
a unido desses dois mecanismos de reducao.

Considerando os melhores dados que combinam o rendimento total da extragdo e as atividades
antioxidantes, foram encontrados também para a cultivar C. adamantium resultados significativos de
compostos fendlicos (1.547,44 + 79,49 mg EAG 100 g'), flavonoides (36,63 + 0,17 mg 100 g,
antocianinas (1,74 + 0,10 mg 100 g') e carotenoides (20,65 + 0,43 mg g' ), os quais também
corroboraram para uma atividade antioxidante expressiva pelos trés métodos: DPPH (49,1 mg EBHT g
1, ABTS (83,7 mg EBHT g') e complexacdo pelo fosfomolibdénio (105,1 mg EBHT g') destacando-a
também como um potencial agente antioxidante.

Os dados, no geral, sugerem que o metabolismo secundario dessas espécies é o grande
responsavel pela producdo de biocompostos que promovem as atividades antioxidantes. E que os
compostos fendlicos encontrados contribuem de forma efetiva para a atividade seqiiestradora e de
neutraliza¢do dos radicais livres dos extratos analisados consolidando o uso dessas espécies vegetais
como alternativas naturais na medicina tradicional.
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Dessa forma, a utilizacdo do extrato aquoso desses frutos na forma de suco pode ser uma
estratégia para a utilizacdo da gabiroba pela populacdo local contribuindo na prevencdo de algumas
patologias e na promog¢ao e valorizagao desse fruto como matéria prima para a industria alimenticia e
farmacéutica.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que o extrato aquoso dos frutos de C. guazumifolia apresentou o
maior potencial antioxidante in vitro, se destacando dentre as espécies testadas pela sua capacidade anti-
radicalar. Os ensaios espectrofotométricos realizados para a avaliacio fitoquimica permitiram confirmar
a alta presenca de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e carotenoides totais nesse gendtipo,
podendo sugerir que a expressiva atividade antioxidante de C. guazumifolia esteja relacionada a esses
grupos de metabdlitos, principalmente aos compostos fendlicos. O extrato de C. adamantium mostrou-se
também com um conteddo expressivo de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides totais,
demonstrando ser um possivel adjuvante ou protétipo para estudos farmacolédgicos futuros. Em contraste,
o extrato dos frutos de C. sessiliflora — Lagoa Formosa exibiu menor capacidade antioxidante in vitro.

Portanto, diante do perfil fitoquimico e do potencial antioxidante exibidos pelos extratos de C.
guazumifolia e C.adamantium, estes podem ser considerados agentes promissores para a atividade anti-
radicalar, sendo necessarios estudos adicionais para compreender os eventos moleculares para a
aplicabilidade quimica e bioldgica na prevencdo e tratamento de diversas patologias relacionadas ao
estresse oxidativo.
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Normas de Submissao

Todos os artigos enviados a Exatas Online que estdo no escopo da revista serdo avaliados por
pesquisadores de comprovada experiéncia na Area relacionada. Todos os artigos serdo revisados as cegas,
ou seja, os revisores ndo terdo acesso aos nomes dos autores bem como estes ndo terdo acesso aos nomes
dos revisores, garantindo assim a total imparcialidade na anélise dos trabalhos.

Neste sentido € necessario que os autores sigam, incondicionalmente, as normas estabelecidas pela Exatas
Online, conforme o template artigo.doc (ANEXO 1) .Também € necessario o envio de uma carta de
apresentacdo no seguinte formato: carta_apresentacao.doc (ANEXO 2). No template do artigo niao deve
conter nenhuma informacdo dos autores, sendo estas informacdes reportadas apenas na carta de
apresentacao.

O artigo (em formato .pdf) e a carta de apresentagcdo (em formato .doc) devem ser enviados em arquivos
separados para o e-mail exatasonline(@uesb.edu.br com cdpia para editor.exatasonline(@gmail.com. No
prazo maximo de uma semana, serd enviado um e-mail para os autores confirmando o recebimento do
artigo. Caso os autores nao recebam tal comunicado, os mesmos deverdo contactar diretamente os
Editores da Exatas Online.

A Exatas Online € uma revista de acesso aberto. A comunidade cientifica e o piblico em geral t&€m, de
forma gratuita, acesso ilimitado e imediato a todos os contetidos publicados na revista, assim que
disponibilizados na Internet.

Os autores ndo sdo cobrados pela submissdo, processamento e publicacdo de artigos (ArticleProcessing
Charges - APC). Ou seja, ndo ha qualquer custo aos autores.

N

Os artigos submetidos a revista ndo devem ter sido publicados e nem devem estar em processo de
avaliag@o para publicagdo em outro periddico, seja em versao integral ou parcial.

Os autores, cujos artigos foram aceitos para publicagdo com correcdes, devem realizar as modificacdes
dos assessores colocando-as em destaque (por exempo, em coloragdo diferente) no texto do artigo para

futura reavaliac@o. Somente apds o aceite final, que os autores devem colocar as identificagdes no artigo.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua exclusiva responsabilidade.
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ANEXO 1

Titulo: Template para submissao trabalhos a Exatas Online

Title: Template for manuscript submission to Extas Online

NAO INCLUAM OS NOMES DOS AUTORES NESTE TEXTO, POIS AS
ARBITRAGENS SERAO FEITAS AS CEGAS (ver normas de submissao na pagina da
revista)

Resumo

Altere os parametros (titulo, title, resumo, abstract, etc.) deste template. O resumo deve ser redigido em
fonte Times New Romande tamanho 11pt, contendo no maximo 200 palavras.

Palavras-chave: Usar no méaximo 6 palavras-chave.

Abstract

Change the entries of this abstract. The abstract must be written in Times New Roman, size 11 points,
italicstyle, containing a maximumof 200 words.

Keywords: Use a maximum of 6 keywords.

Introducao

Os trabalhos aprovados para apresentacao e publicacdo na Revista Exatas Online devem ser escritos
em lingua portuguesa ou em lingua inglesa. O texto deve ser apresentado no formato A4, fonte
Times New Roman de tamanho 11pt e drea de impressao de aproximadamente 23.5cm por 16cm. A
Tabela | mostra os tamanhos e tipos de fontes utilizados. O trabalho pode conter tabelas e figuras. A
Figura | é um exemplo.

2)

25
Figural: Estrutura quimica dos constituintes 1, 2 e 3 isolados de folhas de E. urograndis

Tabela 1: Tamanho das fontes

Texto Fonte LaTeX2e Aparéncia
titulo 14pt Large bold
autor(es) 12pt large bold
endereco (s) 10pt small normal
texto principal 11pt — normal
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Ex@ tCIJ'O Kel 14 ISSN XXXX-XXXX

O arquivo com o trabalho final deve ser enviado em formato PDF sem a identificacdo dos autores. Outras
informacdes estdo disponiveis na pagina da revista.

Como parte do processo de submissao, autores sao obrigados a verificar a conformidade da submissdo
com todas os itens listados a seguir. Serdo devolvidas aos autores as submissdes que nio estiverem de
acordo com as normas.

1. A contribuicdo é original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicacdo por outra revista;
caso contrdrio, justificar na “carta de apresentacdo” no item outras informagdes relevantes.

2. A autoria do trabalho serd incluida somente ap6s aprovagdo para publicacido na Exatas Online.
Neste template observe que os itens referentes aos autores, instituicdes e e-mails, ndo estdo
preenchidos.

3. Todos os enderecos de paginas na Internet (URLSs), incluidas no texto (Ex.: http://www.uesb.br)
estdo ativos e prontos para clicar.

4. A identificac@o de autoria deste trabalho serd removida do arquivo e da op¢ao Propriedades no
Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, quando submetido para avaliagdo
por pares.

As referéncias bibliograficas devem estar em ordem de citacio no texto e numeradas. Como exemplo, a

referéncia bibliografica [3] refere-se a livro, a referéncia [1] a artigo em revista e [2] refere-se a artigo
publicado em “proceedings” de congresso.

2 Consideracoes Finais

O arquivo pode conter agradecimentos se necessario.

Referéncias

[1] R. Courant, Variationalmethods for thesolutionofproblemsofequilibriumandvibrations, Bull. Amer.
Math. Soc., 49 (1943) 1-23.

[2] W. Gautschi, A surveyof Gauss-Christoffelquadratureformulae, em “E.B. Christoffel - The
influenceofthiswork in mathematicsandphysicalsciences” (P.L. Butzer ¢ F. Feh'er, eds.)

pp. 72-147, Birkh auserVerlag, Basel, 1981.

[3] N.J. Higham, “Handbook ofWriting for theMathematicalSciences”, SIAM, Philadelphia, 1993.
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ANEXO 2

Carta de Apresentacio

Titulo do Trabalho:

Autores: Fulano de Souza', Beltrano de Souza?

email: 1fulano@fulano.com, > beltrano@beltrano.com

Instituicdo:! Universidade Fulano de Tal, > Universidade Beltrano de Tal

Resumo: O mesmo do artigo

Palavras-chave: O mesmo do artigo

Nomes e email de pelo menos 2 (dois) pesquisadores que poderiam emitir parecer neste artieo
submetido (sem vinculo com os autores):

1. email:

2. email:

Outras informacdes relevantes (opcional).

31


mailto:1fulano@fulano.com
mailto:1fulano@fulano.com
mailto:1fulano@fulano.com

