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RESUMO

A Mata Atlantica abrange uma area de aproximadamente 13% do territorio brasileiro, abrigando
plantas nativas que sdo conhecidas pela medicina tradicional por apresentarem substancias com
propriedades terapéuticas. Portanto, este estudo objetivou determinar a concentracdo de
polifendis, flavonoides e a capacidade antioxidante dos extratos aquoso e hidroalcodlico de
folhas de Eugenia brasiliensis, espécie nativa da Mata Atlantica. O conteudo de polifendis e
flavonoides foi determinado por métodos colorimétricos e a capacidade antioxidante in vitro
foi avaliada através da inibicdo dos radicais ABTS, DPPHs ¢ ORAC. O extrato aquoso foi
obtido por infusdo das folhas secas e trituradas em agua na propor¢ao de 1:10 a 72°C por 10
minutos. O extrato hidroalcoodlico foi obtido por maceracdo das folhas secas e trituradas na
solugdo de etanol 70% por 24 horas. O extrato aquoso de grumixama apresentou maior
concentragdo de polifenois (342,00+33,67mg/g) e flavonoides (8,45+1,50 mg/g), que o extrato
hidroalcoolico (20,55+1,90mg/g, 2,42+0,07 mg/g). Em relagdo a atividade antioxidante, através
da inibi¢do do radical DPPHe, o extrato aquoso apresentou ICso de 117,245,582 pg/ml,
enquanto que o extrato hidroalcodlico apresentou ICso de 184,9 = 3,209 pg/ml. J& para o radical
ABTS, o extrato aquoso apresentou ICso 36,78+0,7084pug/ml e o extrato hidroalcoolico
apresentou ICsp 30,18+1,443 pg/ml. O método ORAC mostrou que o extrato aquoso apresentou
3836,235+234,475 um ET/g e o extrato hidroalcodlico apresentou 1341,729+308,873 pumol
ET/g. Os resultados obtidos mostraram que os extratos sdo fontes naturais valiosas de
compostos bioativos, com alta atividade antioxidante, podendo modular a resposta oxidativa,
fornecendo subsidio para futuros estudos de bioprospeccao.

Palavras-chave: Antioxidantes. Eugenia brasiliensis. Polifenois. Flavonoides. Mata Atlantica.



ABSTRACT

The Atlantic Forest covers an area of approximately 13% of the Brazilian territory, housing
native plants that are known for traditional medicine for presenting substances with therapeutic
properties. Therefore, this study aimed to determine the concentration of polyphenols,

flavonoids and the antioxidant capacity of the aqueous and hydroalcoholic extracts of leaves
of Eugenia brasiliensis, a species native to the Atlantic Forest. The content of polyphenols and
flavonoids was determined by colorimetric methods and the antioxidant capacity in vitro was
assessed by inhibiting the radicals ABTS, DPPH * and ORAC. The aqueous extract was

obtained by infusing the dried leaves and crushed in water in the proportion of 1:10 to 72 ° C
for 10 minutes. The hydroalcoholic extract was obtained by macerating the dried leaves and
crushed them in a 70% ethanol solution for 24 hours. The aqueous extract of grumixama
showed a higher concentration of polyphenols (342.00 + 33.67mg / g) and flavonoids (8.45 +
1.50 mg/ g) than the hydroalcoholic extract (20.55+1.90mg /g, 2.42+0.07 mg/ g). Regarding
the antioxidant activity, through the inhibition of the DPPH radical », the aqueous extract
showed an IC50 of 117.2 + 5.582 ug / ml, while the hydroalcoholic extract showed an IC50 of
184.9 £ 3.209 ug / ml. As for the ABTS radical, the aqueous extract showed an IC50 of 36.78
+ 0.7084ug / ml and the hydroalcoholic extract showed an IC50 of 30.18 + 1.443 ug / ml. The
ORAC method showed that the aqueous extract showed 3836.235 £ 234.475 um ET / g and the
hydroalcoholic extract showed 1341.729 + 308.873 umol ET / g. The results obtained showed
that the extracts are valuable natural sources of bioactive compounds, with high antioxidant
activity, being able to modulate the oxidative response, providing support for future
bioprospecting studies.

Keywords: Antioxidants. Eugenia brasiliensis. Polyphenols. Flavonoids. Atlantic forest.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ conhecido mundialmente pela alta diversidade biologica de sua flora, sendo
considerado o principal centro de diversidade genética para espécies de plantas do mundo, que
residem em seus diversos biomas.

A Mata Atlantica brasileira engloba uma das biodiversidades mais ricas do mundo,
abrangendo alto numero de plantas que sdo amplamente conhecidas pela medicina tradicional
e cultura popular. A avaliacdo do possivel potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos,
taninos e ligninas, tem sido objeto de intimeros estudos.

As plantas possuem a capacidade de produzir componentes organicos classificados em
metabolitos primarios e secundarios. Os metabolicos primarios estdo relacionados aos
processos de crescimento, desenvolvimento e reprodugdo do vegetal atuando como precursores
dos metabolitos secundarios, chamados de produtos naturais. Os metabolitos secundarios, estao
relacionados aos mecanismos que proporcionam a adequacdo do organismo ao meio em que
estd inserido, produzindo compostos funcionais que atuam como antioxidantes, protegendo o
organismo contra doencas (FERRERA et al., 2016).

Nativa da Mata Atlantica, Eugenia brasiliensis, pertencente a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como grumixama, ¢ encontrada em mata pluvial no territorio do sul
da Bahia até Santa Catarina. Possuindo uma variacao de altura de 5 a 10 metros, a grumixama
obtém seus frutos durante o periodo de novembro a dezembro sendo conhecidos popularmente
por grumixaba (HORTO BOTANICO, 2020). Sua madeira é usada em trabalhos de marcenaria
e carpintaria, sua casca ¢ usada como xarope expectorante e a ingestao do fruto ¢ considerada
curativa para inflamagdes bucais e de garganta, devido a presenga de vitaminas, antioxidantes,
acidos triterpénicos, que s3o responsaveis pelas agdes anti-inflamatorias (JIE, 1995),
antineopléasica (TOKUDA et al., 1986), antiviral (PAVLOVA et al., 2003) antimicrobiana
(FRIGHETTO et al., 2005) antiparasitaria (LEITE et al., 2001), hepatoprotetora (BINDUJA et
al., 1996), entre outras. Suas folhas sdo utilizadas na medicina popular, na forma de cha, para
tratamento de doengas como artrite, reumatismo e diabetes (QUEIROZ et al., 2015), porém

estudos cientificos que comprovam tais propriedades sdo escassos.
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REFERENCIAL TEORICO

1.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica € o terceiro maior bioma brasileiro, ultrapassado apenas pelo Cerrado
e pela Amazonia (figura 1). Responsavel por 13% do territorio brasileiro, com cerca de
1,110,182 Km? (IBGE, 2020). Passando pelo litoral brasileiro do Rio Grande do Norte ao Rio
Grande do Sul, ela abrange areas de 17 estados, sendo considerada umas das florestas mais
abundantes em diversidade de espécies (RIBEIRO; WENDLING, 2014). Abrigando mais de
20 mil espécies de plantas, sendo 8 mil endémicas, a Mata Atlantica ¢ considerada a floresta
mais rica em diversidade de arvores (APREMAVI, 2020).

Figura 1- Delimita¢@o dos Biomas Brasileiros

Fonte: IBGE, 2020.



14

Historicamente, quando os portugueses chegaram ao Brasil, observaram pela primeira
vez o ambiente que chamamos de Mata Atlantica. Seu nome se dd devido a proximidade do
oceano atlantico, caracterizado por montes arredondados e grandes arvoredos (LINHARES;
GEWANDSZNAIJDER, 1998). Sendo a primeira floresta a receber iniciativas de colonizagao,
dela saiu a primeira riqueza a ser explorada pelos colonizadores, o Pau-Brasil. Desde entdo,
varios ciclos de exploracao se desenvolveram no seu dominio, o que levou a perda quase total
das florestas originais (CAMPANILI; SCHAFFER, 2010).

A Mata Atlantica ¢ o segundo ecossistema mais ameagado de extingado do mundo, atrés
apenas das florestas da ilha de Madagascar na costa da Africa (APREMAVI, 2020).
Considerada pela Organizacdo das Nagdes Unidas para a Educagdo, a Ciéncia ¢ a Cultura
(UNESCO) como um dos biomas brasileiros prioritarios para conservacio (EMBRAPA, 2020).

Com o alto indice de devastacao da Mata Atlantica, em 2009, houve uma iniciativa de
promogdo da recuperagdo de 425 hectares da floresta em areas de preservacdo permanente
ciliares, de propriedades privadas dos estados de Sao Paulo e do Parand, com o apoio financeiro
do Banco Nacional de Desenvolvimento Economico e Social (BNDES) (“Iniciativa BNDES
Mata Atlantica”, 2020). Ja em 2010, o governo langou editais para projetos com o intuito de
preservagao da floresta. O Subprograma Projetos Demonstrativos (PDA) do Ministério do Meio
Ambiente, selecionou projetos que tinham como objetivo promover aprendizagens sobre a
viabilidade de novos modelos de preservacdo, conservagdo, utilizagdo racional dos recursos
naturais e recuperagao das formagdes florestais e ecossistemas associados que integram a Mata
Atlantica (CAMINHA, 2010). Com o incentivo de preservacdo do Meio Ambiente, o
desmatamento na Mata Atlantica diminuiu 9% entre 2017 e 2018 em relagdo ao periodo anterior
e alcangou a menor taxa registrada na série historica, que comega em 1985 (BRAGANCA,
2019).

Presente em diversas regides do Brasil, a Mata Atlantica apresenta diferentes
ecossistemas, com variagoes de fauna e flora, vegetagdo, solo, relevo e caracteristicas climaticas
(LINHARES; GEWANDSZNAIJDER, 1998). Mas apresentando elementos comuns em todas
as regides como as plantas endémicas.

A Mata Atlantica, possui clima com ampla variabilidade, devido sua extensao da costa
brasileira, o qual, possui aspectos que incluem caracteristicas dos biomas com os quais faz
limite, sendo eles, Pampa, Cerrado e Caatinga. Caracteriza-se pela ocorréncia de dupla variagao
climatica sendo uma tropical, com intensas chuvas de verdo, seguidas de estiagens acentuadas
e outra subtropical, sem periodo seco caracteristico, mas com seca fisioldgica, que € provocada

pelo frio de inverno, com temperatura média inferior a 15°C (EMBRAPA, 2020).
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O solo da Mata Atlantica ¢ considerado raso, imido e possui pouca incidéncia de luz
solar, pois a maior parte de luminosidade ¢ absorvida pelas folhas das arvores mais altas. E
considerado originalmente solo pobre, mas que possui alta fertilidade devido a uma camada
com restos de vegetagao, como folhas, caules e cascas de frutos que cobrem a superficie do solo
(LINHARES; GEWANDSZNAJDER, 1998).

Além dos aspectos ambientais, a Mata Atlantica possui grande importancia social.
Abrigando grande diversidade cultural, constituida por povos indigenas, como os Guaranis, €
culturas tradicionais ndo-indigenas como o caicara, o quilombola, o roceiro ¢ o caboclo
ribeirinho, que juntos, fazem parte do patrimonio histdrico e cultural brasileiro, e detém um
conhecimento tradicional de sua biodiversidade (APREMAVI, 2020).

Muitas espécies vegetais encontradas nesse bioma, sdo consideradas plantas medicinais,
jé utilizadas com esta finalidade pelos indios antes da colonizacdo (VIEIRA; SOUSA; LEMOS,
2015). Dentre as espécies de plantas medicinais, as mais utilizadas sdo: Sorocea bonplandii
(Espinheira santa), Casearia sylvestris (Guacatonga), Senna (Cassia) multiiuga (Sene
(caquera), Cecropia sp (Embatba), Bauhinia sp (Pata-de-vaca), Cupania oblongifolia (Covatd),
Jacaranda sp (Carobinha), Piper umbellata (Pariparoba), Vernonia sp (Assa-peixe), Baccharis
trimera (Carqueja), Ageratum conizoides (Erva-de-sdo-jodo), Verbena jamaicensis (Gervao)
(BORN, 1998).

“Plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradi¢ao
de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade.” ANVISA, (2020). Elas sao
comumente utilizadas pela populacdo mundial, para tratamento de diabetes,
hipercolesterolemia, arteriosclerose, dores estomacais, hipertermia, asma, bronquite, gripe,
entre outras. Sendo as principais formas de utilizacdo das plantas sdo os chés ou infusdo das

folhas (SESA, 2015).

1.2 Grumixama (Eugenia brasiliensis)

A familia Myrtaceae, apresenta mais de 145 géneros, e mais de 3650 espécies, sendo a
Eugenia um dos seus maiores géneros, € suas espécies encontram-se dispersas nos tropicos e
subtropicos (DONATO; MORRETES, 2007).

Devido a esse grande numero de espécies nativas no Brasil, a grumixama (Eugenia
brasiliensis Lam.) (Figura 2), nativa da Mata Atlantica, apresenta folhas simples de 8 a 12 cm
de comprimento e 5 a 6 cm de largura (ROJAS-RODRIGUEZ; TORRES-CORDOBA, 2018)

geralmente opostas, com margens inteiras, de coloracdo verde (BARROSO et al., 1984),
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comumente conhecida como grumixameira, cereja brasileira, grumixaba, grumixama,

cumbixaba e ibaporoti pertencente a familia Myrtaceae (‘HORTO BOTANICO”, 2020).

Figura 2— Grumixama, Fugenia brasiliensis

Fonte: https://apremavi.org.br/grumixama-a-surpresa-de-natal-da-mata-atlantica/ ;
http://chaves.rcpol.org.br/profile/specimen/eco/eco:pt-BR:FFCLRP-USP:PALIFFCLRP:PALIFFCLRP%20290

E. brasiliensis ¢ uma espécie que apresenta casca e folhas aromaticas, sendo suas folhas
utilizadas na medicina popular como adstringentes, antirreumaticas e diuréticas (PENA, M.
1974;SANTOS, 2015). A andlise fitoquimica realizada por MAGINA, (2008), em extratos
hidroalcoodlico de folhas de Eugenia brasiliensis, 70% a 60°C, permitiu a caracteriza¢do das
seguintes classes de compostos: fenodis, taninos hidrolisaveis, taninos condensados,
antocianinas e antocianidinas, chalconas e auronas, flavonas e flavonoéis, xantonas, catequinas,
esteroides livres, triterpenos livres, saponinas, flavononois e resinas.

No Brasil, houve aumento de seu interesse comercial devido as suas caracteristicas
sensoriais e seus beneficios a satide associadas, em parte, a presenca de compostos fendlicos

(FLORES et al., 2012).


https://apremavi.org.br/grumixama-a-surpresa-de-natal-da-mata-atlantica/
http://chaves.rcpol.org.br/profile/specimen/eco/eco:pt-BR:FFCLRP-USP:PALIFFCLRP:PALIFFCLRP%20290
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1.3 Fitoquimicos

1.3.1 Metabolitos primarios e secundarios

O metabolismo, ¢ definido como o conjunto de reagdes quimicas que ocorrem nas
células, sendo indispensaveis para a degradagdo e sintese de compostos quimicos fundamentais
para o crescimento e desenvolvimento do organismo animal e vegetal (ALMEIDA, 2017).

Metabolitos primarios sdo designados por todos os processos que desempenham fungdes
essenciais nos vegetais, tais como, fotossintese, respira¢io e transporte de solutos (SIMOES et
al., 2003). Segundo ALMEIDA, (2017) os metabdlitos primdrios sdo caracterizados por
exercerem uma fungdo metabolica direta, serem compostos essenciais como intermediarios nas
vias catabodlicas e anabolicas das plantas, quimicamente incluirem-se nas classes dos hidratos
de carbono, lipidios, proteinas, acidos nucleicos ou clorofilas.

De acordo com, KABERA, (2014) os metabolitos primarios possuem fungao estrutural,
plastica e de armazenamento de energia, enquanto os metabolitos secundarios, aparentemente
ndo possuem relacdo com o crescimento e desenvolvimento da planta. Contudo, ¢ de grande
importancia real¢ar que os metabdlitos primarios sdo os grandes precursores dos metabdlitos
secundarios.

Os metabolitos secundarios tém origem no processo de conversao da energia luminosa
em energia quimica e desempenham fungdes primordiais a elas, como fung¢des estruturais nos
tecidos de sustentacdo ou protegdo, participando em estratégias de defesas contra ataques de
herbivoros e de agentes patogénicos, agentes protetores contra condi¢des climaticas
desfavoraveis, como, temperaturas extremas, déficit hidrico, radiagdo ultravioleta (UV) e
oxidagdo das biomoléculas (DAVID; NEVES, 2015), permitindo assim que a planta responda
aos diferentes fatores ambientais, fisicos e bioldgicos (FUMAGALI et al., 2008). Além disso,
estudos revelam que os metabdlitos secundarios, podem ser utilizados também como
medicamentos, aromatizantes ou corantes (RAMOS, 2014).

Os metabdlitos secundarios tem sido cada vez mais utilizados com o objetivo de tratar
ou prevenir doencas, (PETROVSKA, 2012). Inimeros estudos demonstram a utiliza¢ao desses
compostos em aplicagdes farmacéuticas (MAFFEI;, GERTSCH; APPENDINO, 2011). O
descobrimento e a utilizagdo de novas técnicas analiticas, como, cromatografia, eletroforese,
técnicas de isotopos e enzimologia, permitiu a determina¢do de suas estruturas quimicas e

esclarecimento das vias biosintéticas (BALUNAS; KINGHORN, 2005).
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Os metabolitos secundarios sdo subdivididos em trés classes principais, sendo elas,
terpenoides, alcaloides e compostos fenolicos (Figura 3). Os terpenos sdo feitos a partir do acido
mevalonico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos
fendlicos sdao derivados do acido chiquimico ou acido mevalonico. Por fim, os alcaloides sao
derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido

chiquimico, e também de aminodcidos alifaticos (ornitina, lisina) (PERES, 2020).

Figura 3— Principais vias do metabolismo secundario e suas interligagdes.

Piruvato + 3PGA

Via do Mevalonato >
» FENOIS

Aminoacidos
aromaticos

Yia do Ac. Chiquimico s o ALCALOIDES

Fonte: (PERES, 2020)

Os compostos fenolicos, também chamados de polifenois, foram descritos pela primeira
vez por Bate-Smith e Swain em 1962 e apresentam peso molecular entre 500 a 3000 dalton
(Da) (CHEYNIER, 2012). Possuem estrutura que varia de uma simples molécula fenolica a
polimeros complexos (VAQUERO; ALBERTO; DE NADRA, 2007). Apresentam pelo menos
um anel aromatico, ao qual se encontra ligado um ou mais grupos hidroxila (PESSOA et al.,
1971). A maioria destes compostos ocorrem naturalmente conjugados a mono ou
oligossacarideos, ligados a um ou mais grupos fendlicos, podendo também ocorrer como
derivados funcionais, como ¢ésteres ou metil ésteres (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Suas funcoes se devem a acdo antioxidante através de diversos mecanismos, entre eles
incluem-se a sua capacidade para a remogdo de radicais livres e a inibicdo da formacao de
espécies reativas durante o curso normal do metabolismo, prevenindo a ocorréncia de danos em

lipidios, proteinas, acidos nucleicos, o que evita a ocorréncia de morte celular (ZHANG et al.,
2008).
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Os flavonoides, possuem estrutura basica formada por 15 atomos de carbono (C15) no
seu esqueleto basico, possuindo em sua estrutura anéis aromaticos C6 -C3 - C6 (Figura 4). O
esqueleto C15 dos flavonoides ¢ biogeneticamente derivado do fenilpropano (C6 -C3) e trés
unidades de acetato (C6). Contudo, os flavonoides sdo derivados de benzo-gama-pirona de
origem vegetal (YOKOZAWA et al., 1998). Sdo classificados em antocianinas, flavonas,
flavondis, auronas, cauconas, isoflavonas, flavononas, catequinas e dihidroflavonois, de acordo

com o numero, lugar € combina¢ao dos grupamentos participantes da molécula (COOK, 1996).

Figura 4 - Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: (COOK, 1996)

Estudos prévios comprovam e determinam a ampla variedade de atividades bioldgicas
dos flavonoides que incluem, atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, efeito
vasodilatador, a¢do hepatoprotetora e antiulcerogénica, bem como agdes antimicrobianas e
antivirais. Essas atividades biologicas foram observadas pela primeira vez em 1936 por Szent-

Gyorgi (MATOS LOPES et al., 2018).

1.3.4 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O oxigénio possui grande importincia para a oxidacdo de compostos organicos e
producao de energia para o metabolismo celular (SILVA; GONCALVES, 2010). Normalmente,
metabolitos de oxigénio potencialmente toxicos sdo gerados em pequenas quantidades pela
transferéncia de um unico elétron durante o metabolismo aerobico (COMHAIR; ERZURUM,
2002), denominadas Espécies Reativas de Oxigénio (ERO).

As ERO, sdo divididas em dois grupos, os radicalares: radical hidroxil (HO¢), anion
superoxido (O2+—), peroxila (ROO¢) e alcoxila (RO¢) e os ndo-radicalares: oxigénio, peroxido

de hidrogénio (H202) e acido hipocloroso (HOCI) (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Embora,
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apresentam fungdes fisiologicas primordiais ao organismo, como na producdo de energia,
fagocitose, comunicagdo e crescimento celular (PAROLIN; REASON, 2001), quando
produzidas em excesso podem ocasionar danos irreversiveis em proteinas, acido
desoxirribonucleico (DNA), fosfolipidios € membranas celulares, caracterizando um estado
denominado estresse oxidativo.

O estresse oxidativo, definido como um alteragdo no balanco entre a producao de ERO,
e a capacidade de agdo dos antioxidantes, esta relacionado a perda de atividade enzimatica,
dificuldades no transporte ativo através das membranas celulares, mutagdes, lise € morte celular
(ZOPPI et al., 2003) e ¢ considerado um fator chave na patogénese de diversas doencas, tais
como, diabetes, cancer, doengas cardiovasculares e cirrose hepatica (TONG et al., 2015).

Antioxidantes sdo atomos ou moléculas capazes de neutralizar reagdes indesejadas
causadas pelo oxigénio (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). De acordo com Halliwell (2000),
“antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracdo comparada a
do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do
mesmo”. O sistema de defesa antioxidante enzimatico enddgeno ¢ um dos meios de remogao
de ERO formadas durante o metabolismo intracelular (YU, 1994). A exemplo de antioxidantes
enzimaticos temos a superoxido dismutase (SOD) que converte o anion superdxido em H>O»,
que por vez ¢ neutralizado pela agdo da catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPX)
(FINKEL; HOLBROOK, 2000b). Antioxidantes ndo enzimaticos incluem o a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina-A), 4cido ascorbico (vitamina-C), e compostos

fenodlicos, principalmente da classe dos flavonoides (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

1.3.4.1 Métodos de determinagao da capacidade antioxidante in vitro

Existem diversos métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante in vitro,
de substancias biologicamente ativas, isoladas de produtos naturais ou obtidas de fontes
sintéticas. Tais métodos podem auxiliar na escolha de espécies de plantas para estudos quimicos
e farmacoldgicos, bem como grau de maturagdo e condi¢cdes ambientais, comprovando a
presenca de substancias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e bebidas,
ressaltando a importancia de uma dieta rica em vegetais. (ALVES et al., 2010).

Para uma avaliagdo precisa da atividade antioxidante de uma determinada amostra, ¢
necessario saber quais sdo os tipos de radicais gerados e a solubilidade da substancia analisada.
Substancias polares sdo mais efetivas em grandes quantidades de 6leo pois podem se acumular

na interface ar 6leo ou em micelas reversas dentro deste, onde as reagdes de oxidagao lipidica



21

ocorrem com maior frequéncia devido a alta concentragdo de oxigénio. Entretanto,
antioxidantes apolares sdo mais efetivos em emulsdes pois sdo retidos nas goticulas de 6leo e
acumulados na interface 6leo-agua, onde ocorre a interagdo entre os hidroperoxidos das
goticulas e substancias pro-oxidantes da fase aquosa como, por exemplo, os metais de transi¢ao
(HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Um dos métodos mais utilizados para verificar a capacidade antioxidante, consiste em
avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe). A molécula
de DPPHe ¢ caracterizada como um radical livre estavel em virtude da deslocalizacao do
elétron desemparelhado por toda a molécula (ALVES et al., 2010). Esta deslocalizacdo confere
a esta molécula uma coloracdo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢ao em etanol em
cerca de 520 nm (MOLYNEUX, 2004). Por a¢do de um antioxidante ou uma espécie radicalar
(Re), o DPPHe ¢ reduzido formando 2,2-difenilpicril-hidrazila (DPPH -H) (Figura 5), de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de absor¢do, sendo a mesma

monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

Figura 5- Capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPH*

+A0-H — + AD-
14
12
10
08

0.6

Absorbancia

04

0.2

300 350 400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Adaptado de (PEREZ; AGUILAR, 2013)

O método para avaliacdo da atividade antioxidante, tanto em amostras hidrossolaveis
quanto lipossoluveis, ocorre através da captura do radical 2,2"- azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS), o qual pode ser gerado através de uma reacdo quimica,
eletroquimica ou enzimatica (Figura 6) (RUFINO et al., 2007). Nesta reacgao, a estabilizagdao do
radical ABTS ocorre através da reagao de oxidagao entre o sal de persulfato de potassio (K2SOs)

com a solucdo aquosa de 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), dessa forma, a
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atividade antioxidante das amostras sdo analisadas mediante o descoramento da solucdo do
radical ABTS+, e monitoradas por espectrometria em comprimento de onda de 734 nm
(DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004). Este método foi descrito pela primeira vez por Re
et al. (1999) e modificado por Kuskoski et al. (2004). O ABTS ¢ um composto cromdforo
quimicamente estavel, apresenta alta solubilidade em 4gua e um méximo de absorbancia a 414
nm, ¢ de medidas secundarias de absorbancia a 645, 734 e 815 nm, podendo ser medida através
da sua descoloragao, baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS+
(TIVERON, 2010). Ocorre um consequente desaparecimento da banda de absor¢ado, sendo a

mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia.

Figura 6- Estabilizagdo do radical ABTS+ por um antioxidante e sua formagao pelo persulfato de potassio
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Fonte: (RUFINO et al., 2007)

Outro método amplamente utilizado para a detec¢do da capacidade antioxidante, ¢é
baseado no sequestro do radical peroxil — Método ORAC (Oxygen radical absorbance
capacity). Este ensaio tem como objetivo, avaliar a atividade antioxidante através da inibig@o
da oxidacdo, induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de 4tomos de hidrogénio (figura
7). O radical peroxil ¢ um oxidante comumente encontrado em substratos biolégicos. E menos
reativo que o *OH possuindo um tempo de meia-vida de segundos a nano segundos
(HALLIWELL et al., 1995). O método ORAC surgiu originalmente como um método que se
baseia na propriedade fluorescente das proteinas B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R-PE).
Estas proteinas sdo usadas como indicador fluorescente e foram primeiramente isoladas
de Porphyridium cruentum e algas vermelhas, no entanto, foram observadas que que a [3-
ficoeritrina interagia com os compostos fenolicos levando a erros neste método. Estudos feitos
por OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, (2001), desenvolveram e validaram uma
modificagdo do ORAC usando a fluoresceina como composto fluorescente, que perde a
fluorescéncia indicando reagdo com o radical peroxila. Contudo, a fluoresceina mostrou ter
excelente estabilidade, reducao dos custos deste experimento e nao interage com antioxidantes.
Neste ensaio o radical peroxil, gerado pelar reacdo do AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis(2-

amidinopropano)] com oxigénio, reage com o indicador fluorescente para formar um produto
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ndo fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com méxima emissdo de

fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm (R-PE) (GLAZER, 1988).

Figura 7- Reacdo do radical AAPH durante o ensaio ORAC
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Fonte: Adaptado de (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009)

O método para determinar sequestro do Peroxido de Hidrogénio (H2O2) também ¢
considerado relevante, embora o peréxido de hidrogénio ndo seja considerado um radical livre,
ele estd envolvido de forma direta ou indireta em diversas doengas. Em termos quimicos,
H>0O> ¢ fracamente reativo, no entanto exerce papel importante no estresse oxidativo por ser
capaz de transpor as membranas celulares facilmente e gerar o radical hidroxil (OH¢) (ALVES
et al., 2010). O H2O; ¢ gerado in vivo pela dismutacao do radical anion superdxido (Oz¢") ou €
produzido por enzimas oxidases e pela oxidacdo de 4cidos graxos. O H2O: pode atuar como
agente oxidante ou redutor leve, mas ndo oxida a maioria das moléculas organicas facilmente,
incluindo lipidios, DNA e proteinas (com exce¢do de proteinas que apresentem residuos de
metionina ou grupos tiol muito reativos, a exemplo da glutationa (GSH)). O efeito deletério do
H>0>2 vem de sua fécil conversdo para um radical hidroxil, por exposi¢do a luz ultravioleta
(Equagdo 1) ou por interagdo com metais de transi¢do como o ferro, através da reacdo conhecida
como reagdo de Fenton (Equacao 2) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Neste método,
ocorre a avaliagdo da capacidade de uma substancia sequestrar o peroxido de hidrogénio
empregando Horseradish peroxidase (HRP) que utiliza o H,O» para oxidar a escopoletina. A
escopoletina ¢ uma cumarina conhecida por apresentar alta fluorescéncia, em um produto ndo
fluorescente. Na presenca de um antioxidante, a oxidacao da escopoletina ¢ inibida e o H>O»

pode ser monitorado por um espectrofluorimetro em 430 nm (CORBETT, 1989).
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uy
HO, —= 2+0H
Equacio 1. Conversao do perdxido de hidrogénio em radical hidroxil
Fe** + HO, — Fe™ 4+ +0H + OH

Equacio 2. Reacdo de Fenton
Outros métodos para determinagao de capacidade antioxidante in vitro incluem, método

da co-oxidagdo do Beta caroteno/acido linoleico, sequestro do radical superoxido-xantina

oxidase, técnicas eletroquimicas, entre outros.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a concentracao de fitoquimicos e capacidade antioxidante em extratos

aquoso e hidroalcoolico de folhas da espécie Eugenia brasiliensis.
2.2 Objetivos Especificos
e Determinar as concentragdes de polifendis totais e de flavonoides;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos extratos utilizando os métodos DPPHe,

ABTS e sequestro do radical peroxil-Método ORAC.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, identificaciio e obtencao dos materiais vegetais

As amostras de grumixama foram coletadas na regiao de Ouro Preto MG (20°20°59.8”S

43°40°29.4”W). O cadastro de acesso ao patrimdnio genético para fins de pesquisa cientifica,
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para a espécie citada foi realizado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, sob o n° de cadastro AOEA1B7, atendendo os
requisitos do Decreto n°® 8.772, de 11 de maio de 2016, que regulamenta a Lei n° 13.123, de 20
de maio de 2015, que dispde sobre a regularizacdo de atividade de acesso ao patrimonio

genético.

3.2 Preparo das folhas e secagem

As folhas coletadas, foram lavadas em 4gua continua para a remog¢ao das impurezas,
logo ap6s houve o processo de secagem a temperatura ambiente. Apds este processo, as folhas
foram colocadas em liofilizador por 48 horas, at¢é que houvesse a total desidratacdo por
sublimag¢do. Em seguida, as folhas ja desidratadas, foram colocadas em um moinho de facas
para que ocorresse o processo de trituracdo, obtendo-se assim, a amostra utilizada para o

preparo dos estratos aquoso e hidroalcoolico.

3.3 Preparo dos extratos aquoso e hidroalcodlico

A metodologia de extragdo das folhas utilizadas foi baseada nas informagdes de uso
popular (infusdo das folhas). O extrato aquoso foi obtido por infusdo das folhas secas e
trituradas em agua na propor¢do de 1:10 em banho maria a 72°C sem agitagdo por 10 minutos
e liofilizados posteriormente. O extrato hidroalcodlico foi obtido por maceragdo das folhas
secas e trituradas na solucdo de etanol 70% por 24 horas, removendo o solvente em um

rotaevaporador a 40°C e foi liofilizado posteriormente.

3.4 Determinagio de compostos fenolicos totais

O conteudo de fenodlicos totais foi determinado pelo método de Folin— Ciocalteu como
descrito por (GEORGE et al., 2005). Neste método o reagente de Folin-Ciocalteu, se reduz ao
oxidar os compostos fenodlicos, produzindo compostos de coloragdo azul que absorvem no
comprimento de onda de 760nm. Para construcdo da curva padrao foi utilizado solugdo de 4cido
galico. Os valores de fendlicos totais foram expressos como equivalentes de 4cido gélico (mg

de acido galico em 100g de extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata.
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3.5 Determinacao de flavonoides

O conteudo de flavonoides totais foi determinado pelo método colorimétrico descrito
por (HOSSAIN; RAHMAN, 2011). Este método se baseia no uso do cloreto de aluminio, uma
vez que o cation aluminio forma complexos estaveis com os flavonoides, ocorrendo na analise
espectrofotométrica um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificagdo da
absor¢ao. Dessa maneira, foi possivel determinar a quantidade de flavonoides, evitando-se a
interferéncia de outras substancias fenolicas, principalmente os acidos fenolicos. A quercetina
foi utilizada como flavonoide padrao para a construcao da curva de calibragdo. Apos, realizou-

se a leitura da absorbancia na faixa de 415nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

3.6 Determinacao da capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPHe

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada por método colorimétrico
previamente descrito por Brand-Williams et al. (1995). Este método se baseia na transferéncia
de elétrons para o radical DPPHe (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) em solugdo de metanol. A
atividade antioxidante foi determinada através da redug@o de absorbancia do radical DPPHe a
515 nm e o percentual de inibi¢do foi determinado de acordo com a seguinte equacgdo, onde A

indica absorbancia:

oo o , (A controle 515 — A amostra 515)
% de inibicao do radical DPPH = x 100
A controle 515

3.7 Determinacio da capacidade antioxidante in vitro contra o radical ABTS

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada também pelo método
colorimétrico descrito por Re et al. (1999) e modificado por Kuskoski et al. (2004). Este método
se baseia na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS+, sendo este cation
produzido a partir de um precursor o acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico. A
atividade antioxidante foi determinada através da redugdo de absorbancia do radical ABTS a

734 nm.

3.8 Determinacido da capacidade antioxidante através do método Sequestro do radical

peroxil-Método ORAC
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Os extratos foram avaliados pelo Método ORAC (Oxigen Radical Absorbance
Capacity), onde o radical peroxil gerado pela reacdo do AAPH [dicloreto de 2,2-azobis (2-
amidinopropano)] com oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar
um produto ndo fluorescente, que pode ser medido pelo decaimento espectrofotométrico da
fluorescéncia no extrato. A capacidade antioxidante foi determinada pela adaptagdo de outras
metodologias descritas na literatura (HUANG et al., 2002; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005;
SILVA et al., 2007).

Os valores do indice ORAC foram calculados pela Area Liquida Sob a Curva (AUC) do
padrdo e amostra. A curva padrao foi obtida ao tragar as concentragdes de TROLOX contra a
AUC liquida das concentracdes dos extratos. Os valores de ORAC finais foram calculados
usando a equagdo de regressdo entre a concentracdo de TROLOX e a AUC liquida e foram

expressas como equivalentes de TROLOX (uM) por grama de extrato.

3.9 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk.
Posteriormente dados que apresentaram distribuicao normal foram submetidos ao teste-t de
Student. Diferengas foram consideradas significantes para p < 0,05. Todas as analises foram

realizadas utilizado o software GraphPad Prism 8.0.1.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacio de polifenois totais

Os resultados da determinagdo de polifendis totais (figura 8) mostram que o extrato
aquoso apresentou concentracao aproximadamente 13 vezes maior (342,00 mg/g + 33,67), que

o extrato hidroalcoodlico (20,55 mg/g + 1,90).
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Figura 8- Concentracdes de polifendis totais equivalentes de acido gélico (EAG) dos extratos aquosos (EA) e
hidroalcoolico (EH) de Eugenia brasiliensis. Os dados estdo representados como média e desvio padrao. Todas
as analises foram realizadas em triplicata. ***QOs asteriscos representam diferengas significativas entre os dois
extratos (p<0,001), determinada pelo teste t de Student.
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Os polifendis em plantas podem ser encontrados como dacidos fendlicos,
fenilpropanoides, cumarinas, flavonoides, taninos, entre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004). A
determinagdo de polifendis totais pode ser realizada por diversos métodos, porém o mais
utilizado € o que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu (ROGINSKY; LISSI, 2005).

O Reagente de Folin-Ciocalteu, ¢ formado por uma mistura dos acidos fosfomolibidico
e fosfotungstico, em que, o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (VI) (cor amarela no
complexo NaxM004.2H>0), no entanto, na presenga de certos agentes redutores, como 0s
compostos fenolicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-tungsténio azuis
[(PMoW1104) 4-], nos quais a média do estado de oxidag@o dos metais estd entre 5 (V) e 6 (VI)
e cuja coloracdo permite a determinagdo da concentragdo das substincias redutoras
(OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, este método possui algumas limitagdes, como, a
possibilidade de haver interagcdes com outros compostos, sendo o dcido ascorbico, proteinas e
acucares os principais interferentes (IKAWA et al., 2003).

FIGUEIROA et al, (2013), também utilizando o método de Folin-Ciocalteu,
determinaram o teor de fenois totais na fra¢do aquosa de Eugenia malaccensis, obtendo
concentragdo de 264 + 9,5mg EAG/g. Conteudo inferior ao extrato aquoso de FEugenia
brasiliensis, ambas pertencentes a mesma familia.

INFANTE et al., (2016), realizaram anélises fitoquimicas em extratos hidroalcoolico

(80% (v/v) obtidos em temperatura ambiente) de folhas, sementes e poupa de FEugenia
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brasiliensis. Foi encontrado maior teor de fenois nas folhas de grumixama 75,25 + 3,41 mg
EAG/g, valor superior ao extrato hidroalcoolico descrito neste trabalho, o que se justifica pelas
folhas possuirem maiores interagdes com predadores.

Os resultados da andlise fitoquimica realizado por MAGINA, (2008), em extrato
hidroalcoolico 70% (v/v) de folhas de Eugenia brasiliensis, obtido pelo método de maceracao
a temperatura de 60°C, demonstraram a presenca de fenois, taninos hidrolisaveis e condensados,
antocianinas, flavonondis, chalconas e auronas, flavonas e flavonodis, xantonas, catequinas,
esteroides livres, triterpenos livres, saponinas e resinas.

DAMETTO; SILVA, (2014), extrairam 11 substancias no extrato aquoso das folhas de
Eugenia brasiliensis, em agua em ebulicao, sendo elas, acido galico, acido cafeico, acido
quinico, [epi]catequina, [epi]galocatequina, acido cafeoil-O-glicosideo, quercetina-3-O-
ramnosideo, [epi]afzelequina-[epi]catequina, [epi]galocatequina-[epi]catequina e
[epi]galocatequina-[epi]galocatequina.

GARCIA; BRUNETTI, (2016), demonstraram que o extrato aquoso da polpa de
Eugenia brasiliensis realizado em banho ultrassonico, durante 20 min, a 40° C, apresentou
maior concentracao de polifenois (25,145mg/g.), do que o extrato etandlico (16,400mg/g). A
metodologia de Garcia e Brunetti, (2016), utilizada foi diferente em relagdo a utilizada neste
estudo.

Os compostos fendlicos possuem grande importancia dentro da medicina tradicional,
devido a suas propriedades terapéuticas, como, acdo antioxidante, anti-inflamatoria e
antimicrobiana. A atividade anti-inflamatoria encontrada nos extratos desta espécie contribui
para justificar o uso das folhas na forma de cha na medicina popular para o tratamento de artrite
e reumatismo (DAMETTO; SILVA, 2014).

Ha na literatura, estudos que comprovam que para melhor extragao de polifendis € trivial
combinar a 4gua com outros solventes organicos, como ¢ o caso do extrato hidroalcoolico
(PATHIRANA; FEREIDOON; SHAHIDI, 2005). No entanto, na metodologia utilizada no
presente trabalho, o extrato hidroalcoolico foi preparado em temperatura ambiente, enquanto o
extrato aquoso foi preparado a 72°C. De acordo com a literatura, a temperatura ¢ um dos fatores
importantes na extracdo de compostos fenolicos. O calor pode tornar as paredes celulares
permeaveis, aumentando a solubilidade e a difusdo dos compostos a serem extraidos e
diminuindo a viscosidade dos solventes, facilitando dessa forma, a extracio (BARBOSA;
PAES; PEREIRA, 2014). Dessa forma, a maior temperatura de extra¢do poderia justificar a

diferenca significante nas concentragdes de polifendis entre os extratos aquoso e hidroalcodlico.
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4.2 Determinacio de flavonoides

Em relagdo aos flavonoides, o extrato aquoso apresentou maior concentracao (8,45 mg/g
+ 1,50) quando comparado ao extrato hidroalcoolico, (2,42 mg/g + 0,07), conforme

representado na figura 9.

Figura 9- Concentracdes de flavonoides totais em equivalentes de quercetina (EQ) dos extratos aquosos (EA) e
hidroalcodlico (EH) de Eugenia brasiliensis. Os dados estao representados como média e desvio padrdo. Todas
as analises foram realizadas em triplicata. **Os asteriscos representam diferencas significativas entre os dois
extratos (p<0,01), determinada pelo teste t de Student.
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Entre os polifenois, os flavonoides sdo os metabolitos secundarios mais abundantes e
podem ser divididas em sete grupos, sendo elas, flavonas, flavononas, flavonolois, isoflavonas,
flavanois e antocianinas (SEBASTIAN et al., 2015 ; ZAMORA-ROS et al., 2014).

MAGINA et al., (2010) realizaram avaliagdo quantitativa do teor de flavonoides em trés
espécies de Eugenia e observaram que o extrato hidroalcoolico 70% (v/v) das folhas de Eugenia
brasiliensis, obtido a temperatura ambiente, apresentou maior teor de flavonoides na fra¢ao
acetato de etila (54,1 + 0,1 mg de quercetina/g da amostra) em relacdo ao extrato bruto (14,4 +
1,1 mg de quercetina/g da amostra), fragdo hexano (35,2 + 1,5 mg de quercetina/g da amostra),
fracdo diclorometano (24,7 = 0,1 mg de quercetina/g da amostra), fragdo butanol (12,4 £+ 0,2
mg de quercetina/g da amostra) e fragdo aquosa (2,9 + 0,1 mg de quercetina/g da amostra). O
teor de flavonoides encontrado foi maior nas fragoes das folhas, em relagdo as fracdes obtidas
com o extrato dos caules. Este resultado era esperado, pois uma das principais fungdes deste
grupo de compostos € proteger os vegetais contra os raios ultravioleta, como as folhas
constituem as partes aéreas dos vegetais sdo, portanto, alvo mais facil deste tipo de radiagao,

quando comparadas ao caule (SIMOES et al., 2003).
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4.3 Capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPHe

A avaliagdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPHe demonstrou que ambos
os extratos apresentaram alta atividade antioxidante. O extrato aquoso inibiu 95% do radical e
o extrato hidroalcodlico 91% na concentragdao de 500 pg/ml, como mostrado abaixo (Figura
10). O extrato aquoso apresentou ICso (50% de inibi¢do do radical) de 117,2 + 5,582 pg/ml,
significativamente menor (p<0,001) que o extrato hidroalcodlico (ICso de 184,9 = 3,209ug/ml).

Figura 10- Inibi¢do do radical DPPHe®. Percentual de inibi¢do do radical DPPH® pelos extratos aquoso e
hidroalcodlico das folhas de Eugenia brasiliensis nas concentra¢des de 31,25 a 500pug/ml. Os dados estdo
expressos como média e desvio padrdo. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.
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Para interpretacao deste ensaio, considera-se que a diminui¢do da absorbancia em 515
nm e o aumento do aparecimento da coloracdo amarela em solucdo correspondem a um maior
potencial antioxidante por parte da solucdo teste. Os resultados obtidos sdo expressos em 1Cso,
que significa a concentracdo de extrato, necessaria para reduzir em 50 % a concentragdo de
DPPHe em solucao, neste caso, quanto menor a concentragdo necessaria para alcangar a IC50,
melhor a capacidade sequestrante do radical livre por parte da amostra.

Estudo realizado por MAGINA, (2008), comparou a capacidade de inibi¢ao do radical
DPPHe em extratos da folha e caule de Eugenia brasiliensis. A fracdo butanol das folhas
apresentou maior capacidade antioxidante, com ICso = 6,2ug/ml, do que a fragdao butanol do
caule, com ICso= 15,06 pg/ml.

INFANTE et al., (2016), avaliaram a atividade antioxidante de algumas espécies nativas
do Brasil, sendo todas do género Eugenia. Neste estudo, obtiveram extratos etanolico das

espécies Eugenia brasiliensis, Eugenia involucrata, Eugenia myrcianthes e Eugenia leitoni. O



32

extrato das folhas de Fugenia myrcianthes (83.80 + 3,00ng/ml), apresentou a maior atividade
antioxidante, seguido Eugenia leitoni (112.38 + 1,8ug/ml), Eugenia brasiliensis (140.33 +
3,7ug/ml) e Eugenia involucrata (191.50 £ 0,3ug/ml). J& o extrato da polpa de Eugenia
brasiliensis, apresentou maior ICso (472.37 + 3,2ug/ml) que as demais. E ainda, foi
demonstrada uma forte correlacdo positiva entre a atividade antioxidante e o contetido fenolico,

sugerindo que os compostos fenolicos sdo os principais responsaveis pela atividade

antioxidante do género Eugenia.
4.4 Capacidade antioxidante in vitro contra o radical ABTS

A atividade de inibi¢do o radical ABTS, dos extratos aquoso e hidroalcoolico das folhas
E. brasiliensis estd demonstrada na figura 11. E possivel observar que ambos os extratos
inibiram 100 % do radical, ja na concentracao de 125 pg/ml. O extrato aquoso apresentou ICso
de 36,78 £ 0,7084ug/ml, enquanto o extrato hidroalcodlico apresentou ICso 30,18 =+
1,443 ug/ml, significantemente menor (p<0,01).

Figura 11- Inibigdo do radical ABTS. Percentual de inibig¢do do radical ABTS pelos extratos aquoso e
hidroalcodlico das folhas de Eugenia brasiliensis nas concentragdes de 31,25 a 250ug/ml. Os dados estdo
expressos como média e desvio padrdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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O ABTS+ destaca-se em ensaios da interagdo entre amostras bioldgicas e radicais livres,
para avaliar o potencial desta interagdo (PRABHU et al., 2011). A utilizagdo do ABTS+ ¢
importante para avaliar in vitro o potencial antioxidante de forma simples e rapida, uma vez
que sua reducdo diminui sua absorbancia em 734 nm, essa diminui¢cdo da absorbéncia ¢
proporcional a concentragdo e a atividade antioxidante (SAVITHRAMMA; RAO;
ANKANNA, 2011). Apresenta ainda como vantagens, o fato de poder ser utilizado em
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diferentes faixas de pH e sua solubilidade em 4gua e solventes organicos, permitindo assim
avaliar compostos hidro e lipossoluveis. Contudo, existe a limitagdo de ser um radical modelo,
e ndo uma biomolécula (MAGALHAES et al., 2008).

O estudo realizado por GARCIA; BRUNETTI, (2016), demonstrou que o extrato
aquoso do fruto de Eugenia brasiliensis obtido em banho de ultrassonico durante 20 min, a 40°
C apresentou ICso de 51,08ug/ml, maior que o extrato etanolico ICso de 31,64ug/ml.

VICTORIA et al., (2012), determinaram a atividade antioxidante do 6leo essencial
obtido pelo estrato aquoso das folhas de Eugenia uniflora, o qual inibiu mais de 75% do radical
ABTS na concentragdo de 75pug/ml, valor similar ao encontrado neste estudo.

MIRANDA, (2019), avaliou a atividade antioxidante pelo método ABTS em extrato
hidroalcoolico 80% (v/v) da folha de Eugenia uniflora, a 125°C, tendo como ICso um valor de
7,58 £ 0,67 ug/mL. Contetido superior ao extrato aquoso e hidroalcoolico de Eugenia
brasiliensis analisado no presente estudo.

Nao foram encontrados estudos analisando a atividade antioxidante em extratos de

folhas de Eugenia brasiliensis pelo método ABTS, até o0 momento.

4.5 Determinacdo da capacidade antioxidante através do método Sequestro do radical

peroxil-Método ORAC

Na figura 12, podem ser observadas as curvas da cinética da reagdo da capacidade
antioxidante do extrato aquoso de Eugenia brasiliensis, no ensaio ORAC. Observa-se, um
menor decaimento em todas as concentragdes em relagdo ao branco, evidenciando capacidade
antioxidante dose-dependente. O extrato aquoso de grumixama apresentou 3836,235 + 234,475

um equivalente a TROLOX/g.
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Figura 12 — Sequestro do radical peroxil-Método ORAC - Curva de decaimento da fluorescéncia durante o
ensaio ORAC na presenca do extrato aquoso das folhas de Fugenia brasiliensis, nas concentragdes 2,5 a
100 pg/ml. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Em relacdo ao método DPPHe ¢ ABTS, o método ORAC apresenta a vantagem de se
utilizar o radical peroxila como pro-oxidantes, o qual esté relacionado com a oxidagao lipidica,
estando estreitamente envolvido em funcdes bioldgicas de quebra de cadeia
(MAHATTANATAWEE et al., 2006). Além disso, outras vantagens em utilizar esse método
incluem, a determinacdo da capacidade antioxidante tanto de compostos hidrofilicos quanto
lipofilicos (RIBEIRO, 2011) e o uso da fluorescéncia, que possibilita menor interferéncia dos
compostos coloridos presentes nas amostras (SOUZA, 2013).

Como a perda da intensidade da fluoresceina ndo € linear com o tempo e sim
exponencial utiliza-se a area sob a curva de decréscimo para esse ensaio (PEREIRA, 2009). O
maior tempo de retardamento da queda da intensidade da fluorescéncia no ensaio indica maior
eficiéncia do antioxidante em transferir &tomos de hidrogénio ao radical peroxila e, assim, inibir
a velocidade de reagdo de perda da intensidade da fluoresceina (OLIVEIRA SILVA, 2015).

Na figura 13, pode ser observada as curvas da cinética de reacdo do extrato
hidroalcoolico de Eugenia brasiliensis, no ensaio ORAC. Observa-se, maior decaimento da
fluorescéncia ao longo do tempo nas menores concentracdes do extrato, caracterizando também
um efeito dose-resposta. O extrato hidroalcodlico de Eugenia brasiliensis apresentou 1341,729

+ 308,873 umol equivalentes a TROLOX/g.
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Figura 13 - Sequestro do radical peroxil-Método ORAC - Curva de decaimento da fluorescéncia durante o ensaio
ORAC na presenga do extrato hidroalcodlico das folhas de Eugenia brasiliensis, nas concentragdes 2,5 a
100 pg/ml. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Na figura 14, observamos as curvas da cinética da rea¢do da capacidade antioxidante do
TROLOX, pelo método ORAC. As concentracdes de 12,5 e 15 pg/ml, mostraram ter maior
capacidade antioxidante em relagdo ao tempo.

O TROLOX (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico) ¢ usado como
um analogo da vitamina E, permeavel as células e soluvel em 4gua. Ele ¢ utilizado como um
padrdo para medir a capacidade antioxidante de misturas complexas, pois atua como

antioxidante neutralizando radicais livres (PUBCHEM, 2020).
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Figura 14 - Sequestro do radical peroxil-Método ORAC - Curva de decaimento da fluorescéncia durante o ensaio
ORAC na presenga de TROLOX nas concentragdes 2,5 a 15 ng/ml. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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Estudo feito por INFANTE et al., (2016), avaliou a capacidade de captura do radical
peroxila através do método ORAC. Este ensaio monitorou a a¢do antioxidante do extrato
etandlico através do decaimento da fluorescéncia da fluoresceina pela sua oxidacdo com ROOe.
O extrato da folha de Eugenia brasiliensis apresentou o maior valor (757,32 um ET/g), seguida
pelo extrato da polpa (477,45 um ET/g) e o extrato da semente de grumixama (211,84 um
ET/g).

SCHUMACHER, (2015), ndo encontrou diferencas significativas entre o extrato aquoso
e etandlico das folhas de Eugenia uniflora, apresentando 1118 £262,6 um ET/g e 1021 £202,6
um ET/g respectivamente, ambos os valores inferiores aos encontrados neste estudo para os
extratos aquoso e hidroalcoodlico das folhas de Eugenia brasiliensis, pelo método ORAC.

Contudo, ¢ possivel observar uma grande dificuldade em comparar os resultados de
diferentes métodos para se avaliar a capacidade antioxidante de extratos, com dados reportados
na literatura cientifica. Essas dificuldades ocorrem por diversos fatores, como a complexidade
e diversidade dos compostos antioxidantes presentes, que diferem quanto a sua polaridade,
solubilidade e composi¢do, diferentes metodologias empregadas que diferem quanto ao
solvente, radical utilizado, mecanismo de rea¢do, diferentes condi¢des de andlise e forma de

expressao dos resultados.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir deste trabalho demonstram que os extratos aquosos e
hidroalcoolicos de Eugenia brasiliensis, apresentam alto teor de compostos bioativos e
atividade antioxidante. O extrato aquoso apresentou maior teor de compostos fendlicos e
flavonoides totais que o extrato hidroalcodlico. No entanto, ambos extratos possuem alta
atividade antioxidante, comprovada através de ensaios com diferentes radicais ABTS, DPPHe
e ORAC. Assim, esses dados fornecem subsidio para futuros estudos de bioprospecgao,
investigacdo de potencial farmacoldgico, além de contribuir para valorizagdo da biodiversidade

da Mata Atlantica.
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