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Resumo

O presente trabalho relata a avaliacao
da capacidade antioxidante de extratos
etandlicos das partes aéreas da Vochysia
elliptica, Gomphrena arborescens e
Gomphrena virgata, assim como das raizes
desta ultima e das folhas da Miconia
ferruginata. Tal atividade foi avaliada através
de testes in vitro, utilizando métodos indiretos
mediados pela transferéncia de elétrons,
mensurados por espectrofometria. Para esses
extratos, a referida avaliacéo é inédita.

As espécies de Vochysia elliptica e
Miconia ferruginata apresentaram maior teor
de compostos fendlicos totais, sendo
significativamente diferente (p<0,001) das
espécies de G. arborescens e G. virgata
(partes aéreas e raizes).

A atividade antioxidante das primeiras
foi confirmada pelo alto potencial de captura
do radical DPPH®, representado por inibicao
destes em solucdo acima de 85%. As espécies
do género Gomphrena demonstram fraco
poder antioxidante, tendo porcentagem de
inibicéo inferior a 50%.

Autorizacéo legal

O estudo foi realizado com autorizacao
de acesso e de remessa de amostra de
componente do patrimoénio genético (CGEN-
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registro para coleta de material vegetal,
submetido ao IBAMA/ICMBIo/SISBIO sob
registro 29793-4.
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Introducéo

Desde os primordios da histéria
humana, espécies vegetais diversas tém sido
utiizadas na cura de injarias e doengas,
mesmo que de maneira empirica’. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ainda
hoje, cerca de 80% da populagdo de poder
aquisitivo reduzido ndo tem acesso a medicina
moderna e medicamentos, recorrendo aos
produtos de origem natural como Unica fonte
terapéuticaz.

Na década de 90 foi evidenciado um
aumento significativo nas pesquisas de
espécies vegetais com pontecial antioxidante
devido ao conhecimento das influéncias
benéficas da utilizacdo de produtos naturais,
associadas ao decréscimo da atividade
oxidante®.

Evidéncias indicam o papel chave dos
radicais livres e outras espécies reativas de
oxigénio (EROs) no organismo™®.

Em condicdes fisiolégicas, radicais séo
produzidos continuamente em processos
metabdlicos, atuando como mediadores para a
transferéncia de elétrons em reacdes
bioquimicas essenciais como producdo de
energia, fagocitose, regulagdo do crescimento
celular e sinalizacéo intercelular®.

No entanto o desequilibrio entre
agentes pro-oxidantes e defesas antioxidantes
enzimaticas ou ndo, provoca 0 aumento de
EROs e espécies reativas de nitrogénio
circulantes que podem reagir com lipidios,
proteinas e com o DNA, conduzindo a dano
estrutural e/ou funcional nas células, enzimas
e DNA. Esse processo conhecido como
estresse oxidativo estiq relacionado com a
etiologia de varias patologias incluindo o
cancer, doencas cardiovasculares, doencas
inflamatorias, imunoldgicas, e relacionadas ao
processo de envelhecimento como as doencas
de Alzheimer e Parkinson, evidenciando os
efeitos danosos da producdo em excesso ou
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acumulo desses radicais no organismo’.

Para prevenir esse processo e as
consequéncias ocasionadas ao organismo e
produtos de consumo passiveis a oxidacdao,
tem-se aumentado a busca de compostos
antioxidantes provenientes de fontes exdgenas
e sua utlizacdo em produtos cosméticos,
medicamentos e na industria alimenticia®.

O solo no Cerrado é distréfico com
baixa disponibilidade de nutrientes, baixo pH e
alta concentracdo de aluminio, o que induz a
producdo de determinados metabdlitos e
substancias para protecdo das espécies
vegetais naturais desse bioma, dentre elas
flavondides, que demonstram grande potencial
antioxidante®.

Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antioxidante de
cinco extratos etandlicos, através da
quantificacdo dos compostos fendlicos totais e
pela avaliagdo da captura do radical DPPHe.

Metodologia

As espécies Gomphrena arborescens
L.f., Gomphrena virgata Mart., Vochysia
elliptica Mart. e Miconia ferruginata DC., foram
coletadas no municipio de Diamantina-MG, e
suas exsicatas foram depositadas no herbario
DIAM da UFVJM.

Os extratos brutos foram preparados
utilizando etanol como solvente extrator, a
temperatura ambiente, por maceracdo com
duragdo de sete dias, por trés vezes
consecutivas. Estes foram concentrados em
rotaevaporador a 40 °C e cedidos ao
laborat6rio de Hematologia e Citologia da
UFVJM, sendo armazenados em dessecador a
Vacuo.

Solucdes estoque a 2000 pg/mL foram
preparadas tendo o metanol como solvente e
armazenadas a 2-8 °C até o momento do uso.

Determinou-se 0  conteudo  de
compostos fendlicos totais (FT) dos extratos
por espectroscopia na regido do visivel pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (FC)
de acordo com metodologia descrita por
Singleton e Rossi (1965)'°, com modificaces.

Uma aliquota de 12,5 uL de cada
concentracdo dos extratos (1500; 1000; 750;
500; 250 e 100 pg/mL) foi pipetada em
microplacas de 96 pocos contendo 100 pL de
agua Milli-Q (pH=7,0) por poco. Adicionou-se
12,5 yL do reagente FC em cada poco e apos
agitacdo de 20 segundos, a microplaca
deixada em repouso, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz por 5 minutos. Cabonato de
sédio (1M), 125 pL, foi acrescentado aos
pocos da microplaca que permaneceu em
repouso por 90 minutos nas condicbes

anteriores. A leitura da absorbéncia foi
realizada em 750 nm, utilizando o metanol
como branco para zerar o leitor de microplacas
(Spectramax®). Acido galico (AG) em
concentracoes conhecidas (200; 100; 75; 50;
25 e 10 pg/mL) foi utilizado como padréo para
elaboracdo da curva de calibracdo. As
absorbancias obtidas para os extratos foram
convertidas em equivalentes de AG (mg
EAG/g de extrato), calculadas a partir da
equacdo da reta obtida pela curva de
calibragéo.

O método de sequestro do radical livre
DPPH. segundo Yen e Wu (1999), foi
utiizado para quantificar a  atividade
antioxidante total dos extratos estudados. Para
tanto, em ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 6 uL de cada diluicdo dos extratos
etandlicos ou padrdo AG (nas mesmas
concentracdes anteriores) para cada pogo de
uma microplaca de 96 pogos, e em seguida foi
pipetado 244 uL de radical DPPHe a 60 uM,
utilizando-se pipeta multicanal. O controle foi
realizado em pogos contendo apenas o
reagente DPPHe. Apl6s ser mantida em
repouso por 30 minutos (a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz), a placa foi
submetida a leitura das absorbancias do meio
reacional em 515 nm, utilizando metanol como
branco para zerar o equipamento. Os
resultados das absorbancias foram convertidos
em Porcentagem de Inibicio do radical
DPPHs-.

Os experimentos foram realizados em
triplicatas (n=3) e os resultados apresentados
como média + desvio padrdo da média das
repeticdes. As diferencas entre as meédias e
entre as espécies foram avaliada por analise
de variancia (ANOVA One-way), considerando
nivel de significancia 0,05.

Resultados e Discusséo

A curva de calibracdo para
determinagdo de fendlicos totais foi obtida
utilizando concentracbes conhecidas do
padrdo AG apresentou coeficiente de
determinagéo R?> de 0,998 confirmando a
linearidade da equacéo. A partir da equacédo
da reta, pode-se determinar a concentragdo
dos compostos fendlicos nos extratos em
miligramas de FT expressos em EAG/g do
extrato (Tabela 1).
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Tabela 1 — Conteido de compostos fendlicos totais

Amostras mg EAG/g extrato
V. elliptica (Pa)* 1350,25°
M. ferruginata (folhas) 1039,28"
G. virgata (Pa) 309,88°
G. arborescens (Pa) 208,09°

G. virgata (R)** 93,98°

Letras  diferentes correspondem a  resultados
estatisticamente diferentes (ANOVA one-way, p< 0,001).
*Pa-partes aéreas, **R-raiz.

Os extratos das partes aéreas da V.
elliptica e das folhas da M. ferruginata
apresentaram os maiores teores de compostos
fendlicos totais, sendo estatisticamente
diferentes, considerando nivel de significancia
de 0,001. As espécies do género Gomphrena
apresentaram menor quantidade de FT, sendo
que o extrato das raizes da G. virgata
apresenta o0 menor equivalente em AG, 93,98
mg EAG/ g extrato.

Foi demonstrado  por  diversos
autores’®™ que a atividade antioxidante esta
diretamente relacionada a presenca de
composto fendlicos nos extratos, comprovando
0 potencial antioxidante em extratos cujos
teores de FT encontrados foram acima de 60
mg de FT em EAG/g de extrato.

No ensaio de captura do radical DPPH-
as absorbancias foram convertidas em
porcentagem de inibicho das amostras
(Gréfico 1).
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Grafico 1 — Porcentagem de inibicdo do radical DPPHe-.
Letras diferentes demonstram concentra¢cdes do mesmo
extrato que apresentam diferenca estatisticamente
significante (ANOVA, one-way p<0,05). *Diferenca
estatistica entre mesmas concentragbes de extratos
diferentes (p<0,05); **Diferenca estatistica entre mesmas
concentragdes de extratos diferentes (p<0,001).

O ensaio de captura do radical DPPHe
mede a capacidade das amostras de doacédo
de hidrogénio para estabilizar os radicais em
solucéo.

Pode-se verificar que os extratos brutos
de V. elliptica e M. ferruginata apresentaram
maior capacidade inibitéria do radical DPPH-
gquando comparados as espécies do género
Gomphrena. Para as primeiras, as respostas
apresentam perfil concentracdo-dependente
até 500 pg/mL, quando atingem um platd
(85,58%), indicando a concentracdo minima
capaz de atingir o maximo de inibicdo dos
radicais.

Segundo uma classificacdo proposta
por pesquisadores em 2008, que avaliaram a
capacidade antioxidante de frutas in natura
utilizando a mesma metodologia**, tem-se forte
poder antioxidante, quando a captura de
radicais DPPH- for superior a 70%; moderado,
guando capturavam entre 50 e 70% e fraco,
para captura menor que 50%.

Sendo assim, podemos classificar os
extratos brutos de V. elliptica e M. ferruginata
como forte poder antioxidante, e os extratos do
género Gomphrena como fraco poder
antioxidante.

A captura de radicais DPPHe é
coerente com o0s resultados obtidos para
teores de compostos fendlicos totais, uma vez
gue a literatura comprova que extratos
vegetais contendo quantidade importante de
FT possuem relevante atividade antioxidante.

Conclusdes:

Foram testados cinco  extratos
etandlicos brutos de espécies vegetais
utilizadas na cultura popular da regido do Vale
do Jequitinhonha.

Destas, foi demonstrado que as
espécies de V. elliptica e M. ferruginata séo as
que possuem maior teor de compostos
fendlicos totais, conhecidos por sua acdo
antioxidante. Tal potencial € confirmado pelo
ensaio de captura do radical DPPH+, no qual
essas espécies apresentaram alta
porcentagem de inibicdo dos radicais em
solucdo ou seja, forte poder antioxidante.

Entre os extratos de G. virgata,
observou-se que as partes aéreas contém
maior teor fendlicos totais, portanto maior
capacidade de captura de radicais em solucéo.
No entanto, as espécies do género
Gomphrena apresentam fraco poder de
captura de radicais DPPHe, o que é explicado
pelo seu baixo teor de compostos FT.
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