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Resumo

Objetivo: Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na forma de sucos ou chds como fontes
de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco podendo ser utilizado no auxilio
do tratamento de varias doengas. Materiais e métodos: Neste contexto, avaliaram-se os poten-
ciais antioxidantes, in vitro, dos extratos de Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum, além de
quantificar fendis e flavonoides presentes nos extratos. Resultados: De acordo com os resultados
obtidos, observou-se uma melhor atividade antioxidante para o extrato de Eugenia uniflora, para
o teste de TBARS com fosfolipidio de ovo, os extratos reduziram os niveis basais no processo de
peroxidagao lipidica, e quando induzidos por Fe**° extrato de Psidium sobraleanum mostrou-
se mais eficiente. Conclusées: Portanto, através destes ensaios pode-se verificar que os extratos
das folhas das espécies, Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum, apresentam uma atividade
antioxidante, diretamente relacionada com substancias fendlicas produzidas a partir do seu me-
tabolismo secundario.

Palavras-chave: Peroxidagao lipidica, compostos fendlicos, sulfato de ferro, produto natural.
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Resumen

Objetivo: Estudios recientes reportan la utilizacion de plantas en forma de zumos o té como
fuente de agentes antioxidantes naturales que presentan bajo riesgo, pudiendo ser utilizados
como complemento del tratamiento de diversas enfermedades. Materiales y métodos: En este
contexto, se evaluaran in vitro, los potenciales antioxidantes, de los extractos de Eugenia uniflora
y Psidium sobraleanum, ademas de cuantificar fenoles y flavonoides presentes en los extractos.
Resultados: De acuerdo con los resultados obtenidos, se observé una mejor actividad antioxidante
con el extracto de Eugenia uniflora, en el test de TBARS con fofolipidos de huevo, los extractos
redujeron los niveles basales en el proceso de peroxidacion lipidica; y cuando fue inducida con
Fe*?, el extracto de Psidium sobraleanum se mostré mas eficiente. Conclusiones: Por lo tanto, a
través de estos ensayos se pudo comprobar que los extractos de las hojas de las especies Eugenia
unifloray Psidium sobraleanum presentan actividad antioxidante, directamente relacionada con
sustancias fendlicas producidas a partir de sus metabolitos secundarios.

Palabras clave: Peroxidacion lipidica, compuestos fendlicos, sulfato de hierro, producto natural.

Abstract

Objective: Evaluation of antioxidant activity has been an important issue considering its impor-
tance in human health. Recent studies show that the use of plants in the form of juices or teas
as sources of natural antioxidants with low risk can be used as an aid to the treatment of various
diseases. Material and Methods: Evaluation of the antioxidant potential in vitro, extracts of Eu-
genia uniflora and Psidium sobraleanum, as well as the quantification of phenols and flavonoids
present in the extracts. Results: Findings showed a better antioxidant activity for the extract of
Eugenia uniflora. In the TBARS test with egg phospholipids, extracts presented a reduction in the
basal levels in the lipid peroxidation process; and when the Fe2 + extract was inducted, Psidium
sobraleanum proved to be more efficient.. Conclusions: These tests proved that the extracts of
leaves of the species Eugenia uniflora and Psidium sobraleanum present antioxidant activity
which is directly related to phenolic substances produced in its secondary metabolism.

Key Words: Lipid Peroxidation, Phenolic Compounds, Iron Sulfate, Natural Products.

Introducdo

A avaliagao da atividade antioxidante tem si-
do uma questao importante considerando sua
importancia sobre a satide humana. Estudos
recentes apontam a utilizacdo de plantas na
forma de sucos ou chas como fontes de agentes
antioxidantes naturais que apresentam baixo
risco podendo ser utilizado no auxilio do tra-
tamento de varias doengas (1).
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Para além de doencas cronicas, o estresse
oxidativo também pode desempenhar um papel
fundamental na hepatotoxicidade aguda de va-
rios farmacos, incluindo o analgésico utilizado
mundialmente e antipirético paracetamol (2).
Estudos tém mostrado que a utilizagdao de com-
postos polifendlicos encontrados no cha, frutas
e vegetais estd associada com um risco baixo
de tais doencas (3). Consequentemente, existe
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uma grande quantidade de interesse em plantas
comestiveis que contém antioxidantes e de pro-
mogao da satde fitoquimicos como potenciais
agentes terapéuticos (4).

O malondialdeido MDA foi o foco de aten-
cdo da peroxidagdo lipidica durante muitos
anos, pelo fato de poder ser medido livre, utili-
zando-se o acido tiobarbittrico (TBA). O MDA
reage com TBA e forma um cromdgeno de cor
rosa fluorescente, cuja absor¢ao ocorre em A de
532 nm e fluorescéncia em 553 nm (5).

Plantas medicinais possuem diversos com-
postos quimicos com potencial antioxidante.
Dentre as classes com essa propriedade, os
compostos fendlicos tém recebido muita aten-
cdo, sobretudo por apresentarem comprovada
atividade de inibicdo da peroxidagao lipidica e
da lipoxigenase in vitro (6, 7).

A espécie Eugenia uniflora, conhecida no
Brasil como pitanga é uma planta arbdrea da
familia Myrtaceae presente em todo o pats.
Além da sua atividade antimicrobiana, apre-
senta intimeras atividades bioldgicas, como:
antioxidante (8), hipotensor, anti-hipertensivo
e diurético (9). Diversos fitoconstituintes de E.
uniflora ja foram isolados como os flavonoides,
miricitrina, quercetina e o ramnosidio 3- quer-
citrina, além de esterdides, compostos mono e
triterpenéides, taninos, antraquinonas, fenéis,
cineol e dleos essenciais (10, 11).

O género Psidium se destaca por apresentar
espécies com grande potencial terapéutico e
diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas,
dentre elas: atividade antioxidante, hepatopro-
tetora, antitumoral, antimicrobiana, anti-infla-
matoria, e anticestodea (12, 13-19). A espécie
Psidium sobraleanum Proenca Landrum, é
conhecida popularmente como aragd de veado e
estd presente na regiao da Chapada do Araripe,
no estado do Ceara. O 6leo essencial apresenta,
dentre outros constituintes, 1,8-cineol, a-pi-
neno B-pineno, acetato de mentila, a-cadinol,

globulol, elemol. O éleo apresentou atividade
antimicrobiana (14).

Este trabalho teve como objetivo verificar os
potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos
de Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum
por DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e
TBARS (Substancias Reativas ao Acido Tiobar-
bitdrico) e quantificar fendis e flavonoides pre-
sentes nos extratos como forma de demonstrar
o potencial protetor destes produtos naturais
contra os efeitos toxicos de metais pesados.

Materiais e métodos

Material vegetal

As folhas de Psidium sobraleanum foram co-
letadas na fazenda Barreiro Grande, na Cha-
pada do Araripe, municipio de Crato, Ceara.
As folhas de Eugenia uniflora foram coletadas
no Horto Botéanico de Plantas Medicinais do
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais
(LPPN), da Universidade Regional do Cariri
(URCA).

Preparagao do extrato

O extrato de Eugenia uniflora foi preparado
por imersao utilizando 600 g de folhas frescas
em etanol durante 72 horas a temperatura
ambiente e 308 g de folhas frescas de Psidium
sobraleanum submersas em etanol e dgua (1:1)
durante 72 horas a temperatura ambiente. As
solugoes foram filtradas e concentradas utili-
zando um evaporador rotativo de vicuo (mo-
delo Q-344B-Quimis, Brasil) e banho de dgua
quente (modelo Q214M2-Quimis Brasil). O
extrato bruto de Eugenia uniflora e Psidium
sobraleanum, obtiveram um rendimento de
6,31 ge 49,2 g, respectivamente.

Quantificacao de Fendis totais
A quantidade de fendis totais, foi determinada
adicionando-se 200 pL da solucdo dos extratos
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(300,100, 50 € 25 pg/mL em etanol 99,6 %) a 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10 % v/v)
sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acres-
centou-se 800 puL de carbonato de sédio 7,5 %,
sendo a amostra homogeneizada por 30 segun-
dos. Apds 1 hora foi medida a absorbancia em
espectrofotdmetro com comprimento de onda
ajustado para 765 nm. O branco foi determi-
nado com todos os reagentes, porém o extrato
foi substituido por dgua destilada. O teste foi
realizado em triplicata. A média das trés leitu-
ras foi usada para determinar os fendis totais,
expressos como miligramas equivalentes de
dcido galico/ grama de extrato, interpolando es-
te valor na curva de calibragio construida com
os padrdes de acido galico. A curva de calibra-
cdo de acido galico foi determinada utilizando
diferentes concentracdes desta substancia (300,
100, 75, 25 e 10 pg/mL).

Quantificacao de Flavondides

Foram preparadas solucdes do extrato (300,
200, 100 e 50 pg/mL) e utilizado 1 mL des-
tas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio
(AICL)) com contragdo de 2 % peso/volume.
No tubo que foi determinado como branco, o
volume adicionado de cloreto de aluminio foi
substituido por dgua destilada. Ap6s 30 mi-
nutos de incubagdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O
teste foi feito em triplicata, resultando assim na
utilizacdo da média para determinagao da quan-
tidade de flavondides totais e expresso como
miligramas de quercetina equivalentes/grama
de extrato. A curva de calibracdo da quercetina
foi determinada utilizando diferentes concen-
tracoes desta substancia (400, 300, 200, 100,
50, 25 e 10 pg/mL) diluida em etanol 99,6 %.

Atividade antioxidante por DPPH
Foram preparadas solugdes com diferentes
concentragoes de cada extrato de Psidium so-
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braleanum e Eugenia uniflora (250,125, 50, 25,
10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram
misturados 100 pL da solugdo do extrato e 3,9
mL de solugdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) 0,06 mM e homogenizado com agitador
de tubos, procedimento realizado em ambiente
escuro. Para o branco, a amostra foi substituida
por 100 pL de metanol. As leituras foram rea-
lizadas utilizando um filtro de comprimento de
onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até
que foi observada a estabilizacdo da leitura.

A curva padrio foi determinada realizan-
do leituras no mesmo comprimento de onda
(515 nm), porém com solucdes de DPPH em
diferentes concentragdes (10 pM, 20 pM, 30
M, 40 pM, 50 pM e 60 pM), sendo o branco
determinado por metanol (20).

Atividade antioxidante por TBAR

A produgao de TBARS (Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbittrico) de fosfolipido foi deter-
minada usando o método de Ohkawa, et al, com
modificagdes (21). Foi preparada uma solugao
de vitelo da espécie Gallus gallus L., mistura-
da com uma solugao de hexano-isoprapanol
(3:2). Essa solucdo foi filtrada e rotaevaporada
até a obtencao de residuo sélido. Para ensaio
TBARS solubilizou-se 0,05g do residuo em
10 mL de dgua mili-Q. Para pré-incubagao foi
utilizado 100 pL de fosfolipidio, 50 pL de ex-
trato nas concentragoes de 100, 40, 10 e 4 pg/
mL juntamente com um volume adequado de
dgua deionizada. As amostras foram repetidas
adicionando 14 pL de Fe (60 pM) e incubadas
a 37 °C, durante 1 h. Apds a pré incubagao foi
adicionado 500 pL de tampao acido acético e
500 pL de TBA (4cido tiobarbittrico) 0,6 % e
incubado por 1h a uma temperatura de 100 °C.
Os tubos foram adicionados 2 mL de n-butanol
e a mistura centrifugada. O sobrenadante foi
retirado e a absorbéncia foi lida a 532 nm num
espectrofotometro.



Avaliacio da atividade antioxidante e citoprotetora dos extratos de Eugenia uniflora Lineau e Psidium sobraleanum Prognca & Landrum confra metais pesados

Para a curva de MDA (malonaldialdeido)
foi utilizada 500 pL de dcido acético, 500 pL de
TBA (0,6 %), MDA nas concentragdes de 50,
100, 150, 200 pL e volume adequado de dgua
destilada para completar um volume de 1,5 mL.
Os testes fora feitos em triplicata e repetido
duas vezes.

Avaliagdo do potencial citoprotetor do pro-
duto natural EEFEU e EHFPS contra metais
pesados

De acordo com Coutinho et al, modificado,
as concentragdes inibitorias minimas (CIM) do
EEFEU e EHFPS, foram determinados pelo en-
saio de microdilui¢do usando suspensdes de 105
UFC/mL em solucio salina e extratos na con-
centragdo inicial de 1024 pg/mL (22). A CIM foi
definida como a concentragao mais baixa a qual
nao foi observado crescimento. Para a avaliacdo
do efeito protetor EEFEU e EHFPS ao metal
pesado, foi realizada uma modulagao utilizando
concentragoes sub-inibitdrias dos extratos, sus-
pensdes de 105 UFC/mL de Escherichia coli
ATTC 11105 e Candida albicans 62 em meio
MO Tris com 2 % de glicose e uma de concen-
tracio do sulfato de ferro II variando de 100
mM a 0,0488 Mm. As placas de microdiluigao

foram incubadas por 48 h a 37 °C. A concentra-
cdo bactericida minima (CBM) e concentracdo
fungicida minima (CFM) foram determinadas
como a menor concentracio capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos.

Andlise estatistica

Os resultados dos testes foram feitos em tri-
plicata e expressos como média. Para analise
estatistica foi aplicada a Anova seguida do teste
de Tukey. Um p < 0,05 foi considerado estatis-
ticamente significativo.

Resultados e discussdo
O extrato das folhas P. sobraleanum possui
alto teor de polifendis (417,48 mg/g) quando
comparado com o extrato das folhas de E. uni-
flora (75,65 mg/g).Ja em relagdo a quantidade
de flavondides o extrato de E. uniflora (42,46
mg/g) obteve um maior valor se comparado
com P. sobraleanum (12,54 mg/g) (tabela 1).
A determinacao de fendis totais ou compos-
tos fendlicos é a determinagao de flavondides,
tocoferdis e dcidos fendlicos juntos, que sdo an-
tioxidantes naturais (23). Segundo Ratty e Das,
ja foram relatados em alguns trabalhos os efei-

Tabela 1. Valores de Fendis fotais e Flavonoides do EFEU e EHFPS

AC. Gilico (padrao) Quercetina (padrao) EEFEU EHFPS
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Fenois Totais 1079,06 75,65 42,46
Flavonoéides 946,94 417,48 12,54
* EEFEU: Extrato etandlico de Eugenia uniflora; EHFPS: Extrato hidroalcGolico de Psidium sobraleanum
Tabela 2. Atividode antioxidante e valores da CL50 e CE50 de EEFEU e EHFPS
Amostra CL,, (mg/mL) CE,, (mg/mL)
TBARS- basal TBARS — Fe** DPPH
EEFEU 19,16 100,10 185,47
EHFPS 75,67 80,45 305,10

*EEFEU: Extrato efandlico de Eugenia uniflora; EHFPS: Extrato hidroalcolico de Psidium sobraleanum; TBARS: Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico.
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tos dos flavonoides sobre os sistemas bioldgicos
e, dentre eles: capacidade antioxidativa (24);
atividades anti-inflamatdrias e de efeito vaso-
dilatador; agao antialérgica; atividade contra o
desenvolvimento de tumores, antihepatotdxica,
antiulcerogénica; atuagao antiplaquetaria, bem
como agdes antimicrobianas e antivirais.

A inibigao do processo de peroxidagdo lipi-
dica utilizando fosfolipidio de ovo apresentou
indicio de reducdo quanto aos niveis basais
para os extratos das folhas, esta redu¢ao nao
foi considerada significativa para EEFEU. Foi
observada inibicdo significativa para o EHFPS
em todas as concentracoes utilizadas tendo
como melhor resultado as concentracdes de 40
pg/ mL e 10 pg/ mL, quando o estresse oxidati-
vo foi induzido com auxilio de Fe2+ (figura 1).

Existe uma forte correlagao entre as substan-
cias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)
como um marcador de peroxidacio lipidica
e os produtos que refletem o dano oxidativo
ao DNA (25). Aumento do stresse oxidativo
induzido por sulfato de ferro (II) na formagao

de TBARS, em comparagao com o normal, su-
gerem um possivel dano de tecidos com uma
sobrecarga de ferro (26).

Sabir e Rocha determinaram a atividade
antioxidante de Phyllanthus niruri (Euforbia-
ceae), utilizando diversas metodologias, entre
elas, TBARS com fosfolipidio de ovo, nesse es-
tudo foi induzido estresse oxidativo com ferro
e nitroprussiato de sodio separadamente (27).
Nas duas situagoes foram observadas redugoes
significativas da producdo de malondialdeido
(MDA) (p > 0,05) na concentragao de 100 pg/
mL de extratos aquosos e metandlicos, sendo
que os melhores resultados foram observados
em relagao ao ferro.

O ensaio utilizando DPPH avalia a capaci-
dade sequestrante de radicais livres da amostra
analisada. O radical livre DPPH é relativamente
estavel e sua agao sequestrante deve-se a abs-
tracdo de um radical hidrogénio de compostos
presentes nos extratos e fragdes, geralmente
fendlicos (28). Magina et al, demonstraram
que extratos etandlicos e fragdes hexanicas,
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Figura 1: Propriedade antioxidante de EEFEU E EHFPS. Peroxidacdo lipidica (produgdo de TBARS) em fosfolipideos de ovo foi
deferminada na quséncia ou na presenca de Fe?* (10 mM). EEFEU: Extrato efandlico de Eugenia uniflora; EHFPS: Extrato hi-
droalcdolico de Psidium sobraleanum; TBARS: Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico. Os valores sdo expressos como mé-
dia + SEM de 2 experimentos independentes efetuadas em triplicata. *p<0,05 vs FeZ* induzido; **p<0,01 vs Fe* induzido
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diclorometano, acetato de etila, n-butanol e
aquosa principalmente das folhas, de espécies
de Eugenia testadas apresentam uma atividade
antioxidante bastante eficaz (29).

A atividade antioxidante foi mensurada com
o método do DPPH e o resultado expresso em
um valor de CE50 185,47 pg/mL e 305,10 pg/
mL, para a E. uniflora e P. sobraleanum, res-
pectivamente (tabela 2). Com os dados obtidos
no teste de TBARS, foi possivel determinar a
concentracdo letal média (CL50) de 19,16 mg/
mL para EEFEU e de 75,67 mg/mL para EHFPS
e de 100,10 mg/mL para EEFEU e de 80,45 mg/
mL para EHFPS. Quanto mais baixo for o valor
da CL50 e da CE50, maior é a poténcia antio-
xidante. Nesse contexto, o EEFEU, mostra-se
mais efetivo quando comparado ao EHFPS,
que pode esta relacionada & elevada presenga
de flavonoides.

Os resultados obtidos evidenciaram que
0s microrganismos conseguiram resistir ao
sulfato de ferro I em todas as concentragdes
utilizadas. O mesmo resultado foi visto no teste
de citroprotecdo onde foram testados as con-
centragdes de sulfato de ferro II em conjunto
com os extratos de EEFEU e EHFPS. Com isso,
a presenca dos extratos ndo mostrou atividade
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