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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos caracterizar fitoquimicamente e avaliar
a atividade antioxidante das inflorescéncias de Musa paradisiaca L. Esta
espécie, cujo fruto é conhecido popularmente como banana, tem suas
inflorescéncias tradicionalmente usadas no combate a diabetes mellitus,
menorragia e desordens digestivas e respiratérias como bronquite, tosse e
asma. As inflorescéncias frescas de M. paradisiaca foram utilizadas para o
preparo dos extratos aquosos, hidroalcodlicos e fragbes com solventes de
diferentes polaridades. As amostras foram submetidas, primeiramente, a uma
analise fitoquimica qualitativa e, em seguida, a dosagens espectrofotométricas
de diferentes metabdlitos como carboidratos, proteinas, fendlicos, flavonoides,
taninos condensados e antocianinas. Para caracterizacdo de compostos
fendlicos, as amostras foram submetidas a analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). As amostras ainda foram testadas quanto a sua
atividade antioxidante in vitro através dos ensaios de: reducao do radical 1,1-
difenil-2-picril-hidrazila (DPPH’), sequestro dos radicais superéxido e hidroxila,
poder redutor e capacidade de inibir a peroxidacao lipidica através do ensaio
de inibicao das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). A analise
qualitativa mostrou a presenga nas inflorescéncias de polifenois, antocianinas,
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos/esteroides e cumarinas, todos
compostos com ja relatada atividade terapéutica. As amostras estudadas
apresentaram variacdes nos contetdos de carboidratos (14 a 42 %), proteinas
(4,8 a 6,8 %), fendlicos (1,5 a 16 %) e taninos condensados (0,07 a 0,3 %). O
conteudo de antocianinas foi semelhante nas amostras testadas, com variagao
entre 42 a 46 mg equivalente a cianidina-3-glucosideo por 100 g extrato seco. A
analise de CLAE sugere a presenca de &cidos fendlicos (acido clorogénico,
acido cumarico, acido ferulico e &cido sinapico) e de flavonoides (rutina,
miricetina e epicatequina). A presenca de &cido clorogénico e rutina no material
em estudo sugere que eles podem estar envolvidos nas atividades
apresentadas pelo seu uso tradicional, como no combate a injdrias intestinais e
asma. As amostras apresentaram atividade antioxidante, com valores de
concentracao efetiva de amostra necessaria para inibir 50 % da concentragcéo
inicial de radicais (ECsp), em mg.mL", variando de 0,27 a 1,94, para DPPH’;
1,97 a 5,64, para hidroxila, e 1,22 a 2,25, para superoxido. O ensaio de
reducdo do radical DPPH" do extrato hidroalcodlico das flores (EOH-F)
apresentou atividade semelhante ao padrao comercial BHT e foi constatada
uma forte correlagédo entre a atividade antioxidante e o conteudo fendlico das
amostras nesse ensaio (r=-0,8494). Também apresentaram poder redutor com
absorbancia a 700 nm variando de 0 a 1,3 e atividade de inibicao da
peroxidacao lipidica, com atividade de inibicdo média entre as amostras de 19
%. Portanto, os resultados sugerem que compostos fendlicos como flavonoides
e acidos fendlicos podem estar relacionados com as propriedades medicinais
das inflorescéncias de M. paradisiaca e que o seu consumo deve ter impactos
favoraveis sobre a saude.

Palavras-chave: Musa paradisiaca, inflorescéncias, caracterizagdo quimica,
atividade antioxidante, compostos fendlicos.



ABSTRACT

The present study aims to investigate chemical characterization and antioxidant
activity from Musa paradisiaca L. inflorescences. This species, whose fruit is
popularly known as banana, has its inflorescences traditionally used to combat
diabetes mellitus, menorrhagia and digestive and respiratory disorders such as
bronchitis, cough and asthma. The fresh M. paradisiaca inflorecenses were
used for the preparation of aqueous and hydroalcoholic extracts and fractions
with solvents of different polarities. The samples were subjected, first, to a
phytochemical screening, and then to spectrophotometric measurements of
various metabolites such as carbohydrates, proteins, phenolics, flavonoids,
condensed tannins and anthocyanins. Then with the objective of characterizing
the phenolic compounds, the samples were examined by high performance
liquid chromatography (HPLC). The samples were also tested for their in vitro
antioxidant activity using the 1,1-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH’), superoxide
and hydroxyl radical-scavenging assays; the reducing power and the ability to
inhibit lipid peroxidation by testing inhibition of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS). The phytochemical screening showed the presence of
polyphenols, anthocyanins, flavonoids, tannins, saponins, triterpenes/steroids
and coumarins, all compounds reported to have therapeutic activity. The
samples exhibited variations in the carbohydrate content (14 to 42 %), protein
(4.8 to 6.8 %) phenolic (1.5 to 16 %) and condensed tannins (0.07 0.3 %). The
anthocyanin content was similar in the samples tested, ranging from 42 to 46
mg equivalent to cyanidin-3-glucoside per 100 g dry extract. The HPLC analysis
suggests the presence of phenolic acids (chlorogenic acid, coumaric acid,
ferulic acid and sinapic acid) and flavonoids (rutin, myricetin and epicatechin).
The presence of chlorogenic acid and rutin in the material under study,
suggests that they may be involved in the activities presented by their traditional
use as in combating intestinal injuries and asthma. The samples exhibited
antioxidant activity with effective concentration required to inhibit 50 % of the
initial concentration of radical (ECsp) values, in mg.mL", varying from 0.27 to
1.94 for DPPH; from 1.97 to 5.64 for hydroxyl and from 1.22 to 2.25 for
superoxide. The DPPH" assay of the hydroalcoholic extract of the flowers (EOH-
F) showed activity similar to commercial standard BHT and a strong correlation
was found between the antioxidant activity and phenolic content of the samples
in this assay (r = -0.8494). Also showed reducing power with absorbance at 700
nm ranging from 0 to 1.3 and inhibition of lipid peroxidation activity with mean
activity inhibition between samples of 19 %. Therefore, the results suggest that
phenolic compounds such as flavonoids and phenolic acids may be related to
the medicinal properties from M. paradisiaca inflorescences, and that their use
should have positive impact on health.

Key-words: Musa paradisiaca, inflorescences, chemical characterization,
antioxidant activity, phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas como medicamento € conhecido desde o inicio da
civilizacdo e, atualmente, ele tem recebido grande interesse da industria
farmacéutica (BORGES et al. 2005a). O recente interesse em plantas
medicinais é devido, entre outras razées, a chamada “medicina convencional”,
que utiliza, na maioria das vezes, compostos puros e sintéticos que, muitas
vezes, sdo ineficientes devido aos muitos efeitos colaterais que provocam e ao
seu uso abusivo e incorreto por parte dos pacientes (RATES, 2001).

As plantas sao fonte de muitos compostos biologicamente ativos.
Metabdlitos secundarios, também conhecidos como metabdlitos especiais, tém
recebido grande atencdo devido as suas importantes propriedades
farmacologicas (MOHR e SCHOPFER, 1995). Esses compostos constituem um
vasto e diversificado grupo de compostos vegetais com fungdo primaria
ecologica e indireta sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal
(CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS 2000). Baseado na sua origem biossintética,
os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos:
terpenos, compostos nitrogenados e compostos fendlicos (MOHR e
SCHOPFER, 1995; CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS 2000; SIMOES, 2007). O
altimo grupo tem recebido atencdo especial na ciéncia devido aos seus
notaveis beneficios a saude como: atividade antimicrobiana (DZIRI et al. 2012),
anti-inflamatéria (PEREZ et al. 2014), antiproliferativa (NGUYEN et al. 2013),
anti-hipertensiva (LEE et al. 2010), antioxidante (CONDE-HERNANDEZ e
BELTRAN, 2014), entre outras.

O estresse oxidativo nas células tem sido associado a patologias como
cancer, doencas neurodegenerativas (HALLIWELL, 2012) e processos de
envelhecimento (NAVARRO, 2004). Parte consideravel das substancias de
origem vegetal que previnem doengas fazem parte dos metabdlitos
secundarios e muitos deles sdo antioxidantes (PERES, 2005). Os compostos
fenodlicos se destacam por constituirem uma das principais classes de
antioxidantes naturais (MORAIS et al. 2009). Na procura de espécies vegetais
com propriedades antioxidantes e de substancias biologicamente ativas,

métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro tém se tornado
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ferramentas usuais e extremamente necessdrias em estudos quimicos e
farmacologicos (ALVES et al. 2010).

Uma espécie vegetal amplamente utilizada, tanto pelo valor nutricional
quando medicinal € a Musa paradisiaca L., pertencente a familia Musaceae,
cujo fruto € conhecido popularmente como banana. De acordo com o Centro de
Socioeconomia e Planejamento Agricola (CEPA, 2013) no Brasil ela destaca-se
como a segunda fruta mais explorada no pais, que € o terceiro maior produtor
mundial de banana e ostenta a maior area plantada. Em relacdo as
propriedades medicinais dessa espécie, estudos recentes relatam a utilizagao
de diferentes partes do vegetal na medicina popular, em funcdo de
propriedades como: hipoglicémica (KUMAR et al. 2012), anti-hipertensiva
(IMAM e AKTER, 2011), também no combate a ulceras (MAHMOOD, OMAR e
NGAH 2012), como cicatrizante (LIMA, 2008) e contra picadas de serpentes
peconhentas (BORGES et al. 2005b). As inflorescéncias sdo especialmente
empregadas no combate a doengas respiratérias como tosse, bronquite e asma
(LIMA, 2008; IMAM e AKTER, 2011; MAHMOOD, OMAR e NGAH 2012) cuja
eficiéncia antiasmatica dos extratos aquoso e hidroalcodlico em camundongos
foi comprovada por Bovo (2013). Apesar das pesquisas etnomedicinais
revelarem o amplo valor farmacolégico dessa parte da planta, as
inflorescéncias tém recebido pouca aten¢cao do mundo cientifico (SENS, 2002)
e ainda sdo consideradas residuos, sendo descartadas durante a colheita da
banana (PAZMINO-DURAN et al. 2001).

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de uma forma
terapéutica menos agressiva aos pacientes asmaticos; o difundido uso
tradicional das inflorescéncias de M. paradisiaca, sua ampla distribuicao, seu
baixo custo de producdo e sua eficiéncia corroborada em recente estudo
cientifico; existe a hipotese de que compostos secundarios, em especial
compostos fendlicos, estariam envolvidos nas propriedades medicinais dessa
espécie. Portanto, a composicdo quimica e as atividades biologicas das
inflorescéncias de M. paradisiaca necessitam de uma investigacdo mais
aprofundada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas medicinais sdo usadas tradicionalmente no tratamento e na
prevencao de enfermidades por populacdes de todo o mundo, desde o inicio da
civilizagcao (JAWLA, KUMAR e KHAN 2012). Este conhecimento passado de
geracao a geracao tem contribuido significantemente para o desenvolvimento
da medicina tradicional bem como auxiliado na exploracao cientifica de plantas
medicinais que podem fornecer uma ampla gama de produtos de importancia
farmacoldgica e econémica (IMAN e AKTER, 2011). Dentre eles destacam-se
os fitoterdpicos e os fitofarmacos. Fitoterdpicos sdo aqueles medicamentos
preparados exclusivamente a base de plantas medicinais. Este € o caso da
sete-sangrias (Cuphea cartagenensis Jacq.), utilizada no combate a desordens
do sistema circulatério e da espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.),
eficiente no combate a problemas gastrointestinais. Fitofarmacos  séo
substancias extraidas de plantas que apresentam atividade (s) farmacolégica
(s). E o caso do jaborandi (Pilocarpus spp.), cujas folhas produzem a
pilocarpina, substancia ativa usada para tratamento do glaucoma (SIMOES,
2007).

Os fitoterapicos e as plantas medicinais foram, até a primeira metade do
século XX, os principais medicamentos a disposicdo dos profissionais de
salde. A medida que a ciéncia identificou os principios ativos daquelas plantas
e isolou o principal agente do efeito terapéutico da planta, esta foi preterida
pelas novas férmulas praticas de tratamento com as drogas puras e sintéticas
(LIMA, 2008). Entretanto, a partir dos anos 80, devido aos muitos efeitos
colaterais no organismo e aos altos custos das drogas puras e sintéticas, a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) passou a incentivar 0 uso e a pesquisa
da medicina tradicional (SANTOS et al. 2012).

Inumeros exemplos de medicamentos foram desenvolvidos, direta ou
indiretamente de fontes naturais, especialmente de plantas, incluindo, entre
outros, os fitofarmacos morfina, potente analgésico do grupo dos alcaloides
obtido das flores da papoula (Papaver somniferum L.) e vincristina, alcaloide
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oncolitico obtido das folhas de vinca (Catharanthus roseus L.) e o fitoterapico
acheflan®, obtido das folhas e ramos da erva-baleeira (Cordia verbenacea DC),
cujo principio ativo € um terpeno conhecido como humuleno com propriedades
anti-inflamatérias (YUNES e CALIXTO, 2001).

Outro aspecto a ser ressaltado é a quantidade de plantas existentes no
planeta, sendo que a maioria € desconhecida sob o ponto de vista cientifico, o
que a torna uma fonte muito ampla de fitofarmacos e fitoterapicos. Dentre as
cerca de 250-500 mil espécies vegetais existentes no planeta, apenas
aproximadamente 5 % tém sido estudadas sob os aspectos fitoquimicos
(CECHINEL-FILHO e YUNES, 1998). A pesquisa fitoquimica tem por objetivo
conhecer os constituintes quimicos das espécies vegetais ou avaliar a sua
presenca (SIMOES, 2007). Entre as espécies quimicas vegetais de grande
importancia pratica para o homem estdo os metabdlitos secundarios, dentre os
quais muitos representam uma importante fonte de compostos ativos
farmacéuticos (MOHR e SCHOPFER, 1995).

2.2 METABOLISMO SECUNDARIO VEGETAL
2.2.1 Fungles, Classes e Origens Biossintéticas dos Metabdlitos Secundarios

Células vivas dependem de um sistema complexo de reagcbes quimicas,
regulado de maneira intrincada, que produzem e utilizam energia, chamado
metabolismo (DEVLIN, 2007). No caso das células vegetais o metabolismo
costuma ser dividido em primario e secundario (PERES, 2005). No primeiro
grupo, encontram-se substancias distribuidas em todas as plantas e que séao
responsaveis por processos fisioldgicos vitais como, entre outros, a
fotossintese, a respiracdo, a reproducao e o transporte de solutos. Como
exemplo de metabdlitos primarios, ou essenciais, podemos citar proteinas,
lipideos, &cidos nucléicos e carboidratos (BRISKIN, 2000; BRANDAO, 2010),
sendo que dentro desse Ultimo grupo destacam-se moléculas como os
polissacarideos (principalmente sulfatados) e glicoconjugados, com significante
valor terapéutico relatado (TSIAPALI et al. 2001; WANG, ZHANG e ZHANG
2008). Por outro lado, 0 metabolismo secundario € formado por um conjunto de

diversificadas substancias derivadas do metabolismo primario, sem ampla
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distribuicdo no reino vegetal e que séo sintetizadas apenas em tecidos ou
o6rgdos em estagios particulares do desenvolvimento da planta (MOHR e
SCHOPFER, 1995). Em geral, os metabdlitos secundarios, ou especiais, ndo
apresentam papéis reconhecidos diretos nos processos fisioldgicos vitais,
porém exercem importante efeito na adaptacdo da planta ao seu ambiente.
Diferentes metabdlitos sdo restritos a uma espécie ou a um taxon (TAIZ e
ZEIGER 2009), o que torna o seu estudo uma importante ferramenta na
sistematica vegetal (MOHR e SCHOPFER, 1995). Embora o metabolismo
secundario nem sempre seja necessario para que uma planta complete seu
ciclo de vida (PERES, 2005) a capacidade de competicao e sobrevivéncia das
plantas é profundamente afetada por ele (TAIZ e ZEIGER 2009). Dissuasao de
herbivoros, protecdo contra patéogenos, alelopatia, interacbes com
polinizadores e dispersores e associagdes simbidticas sdo alguns exemplos de
interacoes do vegetal com o meio bidtico que sdo mediadas por metabdlitos
secundéarios (LAMBERS, CHAPIN e PONS 1998). Contudo, eles também
possuem acgao protetora em relacdo a estresses do meio abidtico, como
aqueles associados a mudangas de temperatura, conteudo hidrico, exposi¢céo a
radiacdo ultravioleta, niveis de luz e deficiéncia de nutrientes minerais (PERES,
2005).

Baseada na sua origem biossintética, os metabolitos secundarios podem
ser divididos em trés grandes grupos (FIGURA 1). O grupo dos terpenos
pertence a uma classe de compostos formados por unidades de 5 atomos de
carbonos ligados chamados difosfato de isopentenila; como exemplo pode-se
citar Oleos essenciais, pigmentos como carotenoides e o0s inseticidas
piretroides. Ao grupo dos compostos nitrogenados pertencem moléculas
heterociclicas, com nitrogénio na sua estrutura, e que sao originados
principalmente através de aminoacidos; representantes desse grupo sao
alcaloides como nicotina e morfina e glicosideos cianogénicos. E, por ultimo, os
compostos fendlicos que sdo moléculas que contém pelo menos um grupo
hidroxila funcional substituindo um hidrogénio em pelo menos um anel
aromatico, derivados principalmente das rotas do &cido chiquimico e
malonato/acetato; flavonoides, pigmentos como antocianinas, taninos, ligninas

e fitoalexinas sédo exemplos de compostos desse diversificado grupo (FIGURA
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1) (MOHR e SCHOPFER, 1995; CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS 2000;
SIMOES, 2007).

] H
HOOC H COOH é)-GIi:ose
Composto )

FIGURA 1 — EXEMPLOS DE ESTRUTURAS QUIMICAS DE COMPOSTOS SECUNDARIOS.
FONTE: PERES (2005) modificado pelo autor (2015).

A (FIGURA 2) apresenta um resumo das principais rotas de biossintese

dos metabdlitos secundarios e suas interligacées com o metabolismo primario.
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FIGURA 2 - ROTAS DO METABOLISMO SECUNDARIO E SUAS INTERLIGACOES COM O
METABOLISMO PRIMARIO.

FONTE: TAIZ e ZEIGER, 2009.

NOTA: CO,= di6éxido de carbono, CoA= coenzima A, MEP= metil eritritol fosfato.
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2.2.2 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos se tornaram um importante foco na pesquisa
devido aos seus notaveis beneficios a saude, incluindo atividade
anticarcinogénica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anestésica, vasodilatadora,
imunomoduladora, entre outras (LOGANAYAKI, RAJENDRAKUMARAN e
MANIAN 2010).

Estruturalmente, os compostos fendlicos podem variar de simples
moléculas, como os acidos fendlicos, a grandes e complexas moléculas
conhecidas como polifendis. Eles podem ser classificados baseados no nimero
e arranjo dos seus atomos de carbono, conforme representado na (TABELA 1),
e sao comumente encontrados ligados a aglcares e acidos organicos

(CROZIER, CLIFFORD e ASHIHARA 2006).

TABELA 1 - CLASSIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DE ACORDO COM O
ESQUELETO BASICO.

Esqueleto Basico Classe de Compostos Fendlicos

(6f3] Fenois simples, benzoquinonas.

C6-Ct Acidos fenélicos.

Ce-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos.

C6-C3 Arilpropanodides: acidos cindmicos e compostos andalogos,
arilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas.

C6-C4 Naftoquinonas.

Ce6-C1-Ce Xantonas.

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas.

C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonoides.

(C6-C3)2 Lignanas.

(C6-C3-C6)2 Diflavonoides.

(C6)n Melaninas vegetais.

(C6-C3)n Ligninas.

(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis.

(C6-C3-C6h)n Taninos condensados.

FONTE: SIMOES (2007).
NOTA: C6 corresponde ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com X atomos de
carbono.

Trés diferentes rotas biossintéticas levam a produgcédo de fendlicos nos

vegetais. A rota do &cido chiquimico leva, através da fenilalanina, a maioria
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dos fendlicos vegetais. A rota do acido malénico leva a algumas quinonas, mas
também a vérios arilpropanoides. Por ultimo, a rota do acido mevalénico leva,
através de reagdes de desidrogenacdo, a alguns terpenoides aromaticos. A
rota do acido chiquimico e a rota do acido maldnico sdo as mais importantes na
biossintese de fendlicos (DEY e HARBORNE, 1997).

Muitos compostos fendlicos agem como substéncias de defesa contra
herbivoros e patdégenos, enquanto outros tém funcdo como atrativos de
polinizadores ou dispersores de frutos, na protecdo contra a radiacdo
ultravioleta, no suporte mecéanico ou reduzindo o crescimento de plantas
competidoras adjacentes (TAIZ e ZEIGER 2009). Essas e outras fungdes
realizadas por fendlicos vegetais sdo essenciais para a continuidade de todas
as espécies de plantas vasculares (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS 2000).

Entretanto, os beneficios desta classe de metabdlitos secundarios ndo se
restringem apenas ao reino vegetal. Compostos fendlicos vém recebendo
atencao especial devido a ja relatada atividade biolégica como, por exemplo,
na terapia de reposicao estrogénica (ROSANO et al. 2014), na atividade
antimicrobial (DZIRI et al. 2012), anti-inflamatéria (PEREZ et al. 2014),
antiproliferativa e imunoestimulante (NGUYEN et al. 2013), antialérgica
(KAWAI, et al. 2007), vasodilatadora e anti-hipertensiva (LEE et al. 2010),
antiasmatica (JUNG et al. 2010), antioxidante (CONDE-HERNANDEZ e
BELTRAN, 2014), entre outras. Esta Gltima tem recebido especial interesse nos
altimos anos, pois sabe-se que o estresse oxidativo estd relacionado com

muitas desordens fisiologicas.

2.3 ASPECTOS RELACIONADOS AO ESTRESSE OXIDATIVO E A
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.3.1 Espécies Reativas

Oxidacao é uma reagado quimica onde ocorre a perda de um ou mais
elétrons para outra substancia. O procedimento inverso pode ser considerado
como reducao (MAHAN e MYERS, 1995). A transferéncia de elétrons € um dos
processos quimicos fundamentais para a sobrevivéncia das células. O efeito

colateral dessa dependéncia € a producdo de radicais livres e de outras
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espécies reativas (ALVES et al. 2010). Espécies reativas (ER) sdo moléculas
ou compostos quimicos capazes de gerar danos através de reacgbes de
oxidagdo. Esse € um termo que inclui espécies derivadas do oxigénio, também
conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs), e de outros elementos
quimicos como o nitrogénio, cloro, ferro, cobre e enxofre (HALLIWELL, 2011).
Radicais livres sdo espécies reativas capazes de existéncia independente e
que possuem ao menos um elétron desemparelhado (JONES, 2008). As
espécies reativas podem ser ou nao radicais livres.

Sistemas biol6gicos sdo expostos a espécies reativas geradas tanto de
forma exdégena quanto enddgena. A respiracao mitocondrial € a maior fonte de
espécies reativas de forma endégena. E conhecido também que os organismos
geram espécies oxidantes em processos fisioldgicos regulares como: reacoes
envolvendo enzimas oxidases e durante o funcionamento normal de organelas
como peroxissomo e reticulo endoplasmatico (WINTERBOURN, 2008). Por sua
vez, fontes exdgenas que estimulam a producdo de espécies reativas nas
células sdo: radiacdo de alta energia, como raios X e ultravioleta,
disponibilidade de ions de metais de transicdo, como ferro e cobre, e o
metabolismo de xenobioticos e poluentes (OHARA, 2006).

Ha sete espécies reativas principais que danificam as macromoléculas,
tanto em alimentos quanto nos organismos vivos. Sao elas: radical superdxido
(O2"), radical hidroxila (HO"), radical peroxil (ROQO’), radical 6xido nitrico (‘NO),
oxigénio singlete ('O.), peroxinitrito (ONOQO) e peréxido de hidrogénio (H205)
(MACDONALD-WICKS, LWOOD e GARG, 2006). Os radicais livres de oxigénio
mais conhecidos sdo os radicais livres superdxido (O27) e hidroxil (HO)
(SCHEIBMEIR et al. 2005). O radical superéxido € formado a partir da adicao
de um elétron ao oxigénio molecular e representa o radical livre mais poduzido
pelo metabolismo mitocondrial em humanos (SCHEIBMEIR et al. 2005). Uma
vez produzido, este radical desencadeia uma série de eventos que cria outros
radicais (GUTTERIDGE e MITCHELL, 1999). A acao oxidativa direta do radical
superoxido sobre os componentes celulares ainda é controversa. E provavel
que a acgao citotdxica desse radical ocorra devido a agao de outras EROs mais
reativas e danosas gerados a partir dele como, por exemplo, o perdoxido de
nitrogénio (VALKO et al. 2006). O radical hidroxila & considerado o mais reativo
entre as EROs. Ele reage muito proximo ao seu local de origem e logo apds
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sua formacado. Suas principais formas de sintese sdo a partir das espécies
reativas radical superoxido e peroxido de hidrogénio e também a partir da
reacdo de Fenton, utilizando ferro livre e peréxido de hidrogénio (Fe?* + H,O»
— Fe* + HO+ OH) (VALKO et al. 2006). Os radicais hidroxil sdo deletérios
para as células, principalmente por causar a peroxidacdo lipidica nas
membranas e lipoproteinas como LDL (Low Density Lipoprotein). Essa ultima &
especialmente relacionada com a formacdo de placas de ateroesclerose
(SCHEIBMEIR et al. 2005).

Estudos mostram que a espécie reativa de oxigénio, conhecida como
perdxido de hidrogénio, ativa varias rotas de sinalizagdo (RHEE et al. 2000).
Outros mostram que muitas respostas a fatores de crescimento, horménios e
citocinas inflamatérias envolvem sinalizagdo redox (FINKEL, 2003). Muitas
rotas depedentes de fosforilagdo e calcio, que controlam a transcricdo de
genes e atividade metabdlica, sdo redox-reguladas (TONKS, 2005). E sabe-se
ainda que a producgéo de espécies reativas por células do sistema imunoldgico
€ uma das formas de combater microrganismos invasores (FANG, 2004).
Apesar disso, abundantes evidéncias correlacionam espécies reativas com
muitas consequéncias do envelhecimento e como principais desencadeadoras
de enfermidades como doengas cardiovasculares (ELAHI, CHUANG e
MATATA 2014), doencas neurodegenerativas (MORAN et al.  2012),
inflamacoes articulares (COMAR et al. 2013), diabetes mellitus (RAINS e JAIN,
2011) e cancer (VALKO et al. 2006). Assim, podemos concluir que o controle
da producdo e do consumo de espécies reativas dentro da célula é vital e
fundamental (BECHARA, 2002). O estado metabdlico onde a sintese de
espécies oxidantes € maior do que o seu consumo é conhecido como estresse
oxidativo. As células sob estresse oxidativo podem sofrer injurias a molécula de
DNA, nas membranas celulares, nas proteinas, podendo evoluir para graus
patoldgicos mais severos (VALKO et al. 2006).

Frente a acdo potencial lesiva da producdo excessiva de espécies
reativas, é fundamental um sistema com atividade preventiva, interceptadora
ou reparadora dos sistemas biologicos afetados pelo estresse oxidativo. Essa
funcdo € realizada por proteinas, enzimas, vitaminas, alguns metabdlitos,
farmacos e produtos naturais de plantas, denominados conjuntamente de
espécies antioxidantes (BECHARA, 2002).
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2.3.2 Antioxidantes

No dia-a-dia fala-se cada vez mais em antioxidantes e na sua
importancia ndo sé na alimentagdo e saude como nas industrias alimenticia,
farmacéutica, dos plasticos, dos éleos de lubrificacdo e em muitas outras areas
(MIGUEL, 2007). Um antioxidante pode ser definido como sendo uma
substancia que, quando presente em concentragcées pequenas comparada as
do substrato oxidavel, impede ou atrasa significamente a oxidacao do
substrato. Nessas condicdes, uma substancia que seja capaz de inibir um
agente oxidante especifico, que reaja com agentes oxidantes antes que estes
danifiquem outras moléculas, que forme complexos com ions metalicos ou que
seja mesmo capaz de reparar sistemas danificados por processos oxidativos,
pode ser considerada antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999;
MACDONALD-WICKS, LWOOD e GARG, 2006).

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: os sintéticos e os
naturais. Antioxidantes sintéticos sdo compostos com estruturas fendlicas com
variados graus de substituintes alquilas (VELIOGLU et al. 1998). Antioxidantes
sintéticos como butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT) tém sido
usados como antioxidantes desde o inicio do século. Entretanto, restrigdes no
uso dessas substancias estdo sendo impostas devido aos seus efeitos toxicos
e carcinogénicos (BRANEN, 1975). Assim, a pesquisa por antioxidantes menos
nocivos, derivados de fontes naturais, tem recebido muito interesse (YATHONG,
HUTADILOK-TOWATABA e PHROMKUNTHONG 2009; DOSS et al. 2010).

Antioxidantes naturais podem ser divididos em dois grandes grupos:
antioxidantes enzimaticos, de origem enddgena, e ndo enzimaticos, que
incluem substancias tanto de origem enddgena quando exégena (SIES, 1996).
Os mais eficientes antioxidantes enzimaticos sdo a superéxido dismutase, a
catalase e a glutationa peroxidase. Antioxidantes ndo enzimaticos envolvem
vitamina C, vitamina E, antioxidantes tiol (glutationa, tioredoxina e acido
lipéico), melatonina, compostos fendlicos, entre outros (VALKO et al. 2006).

Os componentes celulares ndo sao protegidos totalmente por
antioxidantes endogenos e é bem estabelecido que antioxidantes obtidos da
dieta sdo indispensaveis para a defesa apropriada contra a oxidagao e,
portanto, tém importante papel na manutengcdo da saude. Os incontaveis
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beneficios para a saude associados ao consumo de alimentos de origem
vegetal devem-se, em parte, a presenga de antioxidantes como vitamina E,
vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos nesses alimentos
(CERQUEIRA, MEDEIROS e AUGUSTO, 2007).

2.3.3 Métodos de Analise da Atividade Antioxidante in vitro

Métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas tém se tornado ferramentas usuais e extremamente
necessdarias na selecdo preliminar de plantas para estudos quimicos e
farmacologicos. Seus resultados nos permitem rejeitar um possivel
antioxidante, pois um composto que exibe baixa atividade antioxidante in vitro
provavelmente exibira pouca atividade in vivo (ALVES et al. 2010).

Existem muitos métodos analiticos a disposigéo para avaliar a atividade
antioxidante de extratos vegetais. Entretanto, os valores obtidos por diferentes
métodos ndo sdo comparaveis e isso deve-se a varios fatores: a estrutura fisica
do sistema, a natureza do substrato oxidado, presengca de componentes que
interagem, o modo de inducdo da oxidacdo e o método analitico para
quantificar a oxidagédo (FRANKEL e MEYER, 2000). Portanto, a fim de avaliar e
interpretar com um grau de seguranga a atividade antioxidante de uma amostra
€ necessario recorrer a mais de um ensaio antioxidante e considerar o efeito do
solvente no mecanismo antioxidante (BECKER, NISSEN e SKIBSTED, 2004).

Pode-se classificar os ensaios antioxidantes in vitro dentro de dois
distintos grupos: os métodos que avaliam a peroxidagao lipidica, no qual um
substrato lipidico € usado e o grau de inibicdo da sua oxidacao é avaliado; e
aqueles que avaliam a habilidade em reduzir ou “sequestrar”’ espécies reativas
(SANCHEZ-MORENO, 2002). Cada um destes métodos apresenta vantagens
e desvantagens quanto ao seu uso (KOHEN e NYSKA, 2002). Dentre os
métodos que avaliam a peroxidacdo lipidica estd o ensaio de inibicdo das
espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) que € um dos testes mais
utilizados dentro desta classe de ensaios antioxidantes; ele permite estimar de
forma rdpida a estabilidade oxidativa do lipideo ou a eficacia de um
antioxidante (KOHEN e NYSKA, 2002). Entre os ensaios que avaliam a

habilidade de compostos reagirem com espécies reativas pode-se citar o
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ensaio de reducdo do radical DPPH’, que é considerado, do ponto de vista
metodolégico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliagdo da
atividade antioxidante de amostras vegetais (ALVES et al. 2010). Os testes de
sequestro dos radicais superdxido e hidroxila sdo muito relevantes visto que
estas espécies reativas sdo conhecidas por serem produzidas
metabolicamente por seres vivos e estéo relacionadas com algumas desordens
do organismo (HALLIWELL, 1999). Por ultimo, o ensaio do poder redutor de um
composto serve como um indicador significante da sua atividade antioxidante,
pois, em geral, um antioxidante exerce sua atividade por quebrar a cadeia de
atuagao do radical livre via doagao de elétrons ou transferéncia de atomos de
hidrogénio (DZIRI et al. 2012; SHODEHINDE e OBOH, 2012).

2.4 ESPECIE VEGETAL EM ESTUDO: Musa paradisiacal L.
2.4.1 Descri¢cdo Botanica e Importancia Econdmica

A espécie M. paradisiaca, conhecida popularmente como bananeira,
pertence a familia Musaceae. E uma herbacea de grande porte. O caule é um
rizoma subterraneo. A parte aérea (FIGURA 3-A) ndo € um caule mas sim as
bainhas sobrepostas das folhas que sdo também muito grandes, conhecido
como pseudocaule. Ao longo de todo o pseudocaule existe externamente o
pedunculo da inflorescéncia de cor violacea que € hermafrodita: a base onde
se forma o cacho é a parte feminina e a ponta onde fica o coracdo ou umbigo é
masculina (FIGURA 3-B). Dependendo da variedade os frutos terdo ou nao
sementes. Cada cacho pode ter de 50 a 150 frutos. De origem indiana, foi
levada para a Africa e de |4 trazida para as Américas Central e do Sul (LIMA,
2008).
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E uma espécie vegetal utilizada amplamente tanto pelo valor nutricional
quando medicinal. O fruto é conhecido popularmente como banana. O Brasil é
o terceiro maior produtor do mundo de banana e é o pais com a maior area
plantada, 11,6 % do total mundial. Depois da laranja é a segunda fruta mais
explorada no pais. Alguns aspectos contribuem para que a banana continue
sendo a fruta mais comercializada no mundo: a facilidade de propagacéao, o
bom rendimento por hectare, o fato de ser uma cultura de ciclo curto, de
producdo continua, de facil manipulacdo quando verde, além de facil
armazenamento e maturagao rapida (CEPA, 2013).

i s - EALLS | 0
FIGURA 3 - IMAGENS DAS PARTES AEREAS DA ESPECIE M. paradisiaca.
NOTA: (A) Pseudocaule, folhas, frutos e inflorescéncia. (B) Detalhes da inflorescéncia.
FONTE: (A) Maximo (2010), (B) Xaver (1998) modificados pelo autor (2015).

2.4.2 Usos na Medicina Tradicional

Praticamente todas as partes de M. paradisiaca tém alguma aplicagao
na medicina tradicional (IMAN e AKTER, 2011). A (TABELA 2) ilustra alguns
usos etnomedicinais que sao relatados na bibliografia de diferentes partes da
bananeira.

Essa espécie tem alto valor nutricional e versatil valor medicinal. Frutos,
folhas, cascas, raizes, pseudocaule e inflorescéncias tém sido usados
oralmente e topicamente para o tratamento e prevencao de diferentes doencgas
(NISHA e MINI, 2013), principalmente no combate a desordens gastricas,
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cuténeas, respiratorias e diabetes e é considerada uma planta segura, sem
contra-indicacdes e toxicidade nas doses recomendadas (LIMA, 2008).

As inflorescéncias s&o utilizadas pelos indios da tribo XOKLENG
(Ioirama, SC, Brasil) na formulagdo de um xarope com propriedades
expectorantes para auxiliar o tratamento de doencas respiratérias como tosse,
bronquite e asma. De acordo com a tribo XOKLENG, uma inflorescéncia
completa é fatiada e misturada com meio copo de agua até ferver e adiciona-se
mel para formar um xarope. Esse xarope deve ser tomado quente na posologia
de uma colher de sopa, trés vezes ao dia (SENS, 2002). Apesar de seu
difundido uso medicinal, as inflorescéncias da bananeira sdo descartadas
durante a colheita do fruto (PAZMINO-DURAN et al. 2001).

TABELA 2 - EXEMPLOS DE USOS DE DIFERENTES PARTES DE M. paradisiaca NA
MEDICINA TRADICIONAL.

Parte Vegetal Usos Relatados na Medicina Tradicional

Combate a desordens gastricas como diarreia, disenteria, constipagao e
Polpa dos frutos leses intestinais"? . No tratamento de hipertensao e doengas cardiacas®
e energético em criancas”.

Casca dos frutos No tratamento de queimaduras, traumatismos e nevralgias'.

Folhas No tratamento de queimaduras e outras desordens cutaneas®*.
Seiva do Cicatrizacdo de feridas', combate a lepra®, hemorroidas'*, picadas de
Pseudocaule insetos®, histeria e epilepsia®, tuberculose’ e febre*.

Tratamento e prevengdo de doencas pulmonares como tosse, asma e
Inflorescéncias bronquite™**. Combate & disenteria, Ulceras estomacais, diabetes e

menorragia>*.

Anti-helmintico, tratamento de doengas venéreas e desordens
sanguineas®. Tratamento de desordens digestivas®.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: (1) LIMA (2008), (2) IMAM e AKTER (2011), (3) MAHMOOD, OMAR e NGAH, (2012),
(4) KUMAR et al. (2012).

Raizes

2.4.3 Estudos Cientificos

2.4.3.1 Atividades Biolégicas de M. paradisiaca

Alguns usos tradicionais dessa espécie ja foram corroborados em
estudos cientificos in vitro e in vivo e na pesquisa clinica, sendo que a maioria
dos estudos foi realizada com o fruto (SENS, 2002; SANTOS et al. 2012).

Como exemplos da atividade biol6gica da espécie M. paradisiaca pode-se citar
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a efetividade do fruto em combater a diarreia (RABBANI et al. 2001), a ulcera
gastrica (LEWIS, FIELDS e SHAW; 1999), a hiperglicemia (OJEWOLE e
ADEWUNMI, 2003), a hipertensdo (PERFUMI, MASSI e DE CARO, 1994) e
também atuar como agente cicatrizante (AGARWAL et. al. 2009) e antioxidante
(VIJAYAKUMAR, PRESANNAKUMAR e  VIJAYALAKSHMI,  2008;
SHODEHINDE e OBOH, 2013) in vivo. As folhas apresentaram grande
atividade em combater agentes patolégicos mostrando atividade antimicrobial
(ALISI et al. 2008), antimalarica (KAOU et al. 2008) e antiparasitaria (MARIE-
MAGDELEINE et al. 2010). Para as inflorescéncias ja foram relatadas atividade
antimaléarica (BAGAVAN et al. 2011), galactagoga (MAHMOOD, AOMAR e
NGAH 2012), antimicrobial (PADAM et al. 2012; JAWLA, KUMAR e KHAN,
2012), hipoglicémica (JAWLA, KUMAR e KHAN, 2012; NISHA e MINI, 2013),
anti-inflamatéria (NISHA e MINI, 2013; BOVO, 2013) e antioxidante in vivo e in
vitro (LOGANAYAKI, RAJENDRAKUMARAN e MANIAN, 2010; SHENG et al.
2011; PADAM et al. 2012; NISHA e MINI, 2013; NISHA e MINI, 2014). A
atividade antiasmatica in vivo e atividade antioxidante in vitro foram avaliadas
anteriormente pelo grupo NUPPLAMED no estudo de BOVO (2013).

2.4.3.2 Caracterizacao Fitoquimica de M. paradisiaca

No campo da pesquisa que diz respeito a caracterizagdo quimica dos
extratos vegetais alguns trabalhos ja identificaram produtos do metabolismo
primario e secundario na espécie M. paradisiaca. A (TABELA 3) apresenta um
resumo dos resultados da caracterizacdao quimica em diferentes partes desse
vegetal.

Como pode ser observado através da pesquisa fitoquimica, a bananeira
€ rica em compostos bioativos como fibras, flavonoides e taninos que podem
estar relacionados com as atividades terapéuticas apresentadas pela espécie
(BHASKAR et al. 2011).
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TABELA 3 - CARACTERIZACAO QUIMICA DE DIFERENTES PARTES DA ESPECIE M.

paradisiaca.

Parte Vegetal

Compostos Quimicos Identificados

Polpa dos Frutos

Celulose, hemicelulose, arginina, acido aspartico, leucina, valina,
fenilalanina e treonina1; IeucocianidinaB; serotonina, noraepinefrina,
triptofano, taninos e amido®; apigenina, miricetina, luteolina, capsaicina,
acido caféico, kampferol, quercetina, acido p-hidroxibenzoico, gingerol,
isoramnetina’®.

Casca dos Frutos

Celulose, hemicelulose, arginina, &cido aspartico, leucina, valina,
fenilalanina e treonina’

Flavonoides, terpenoides, saponinas e polifendlicos®, taninos

Folhas . !

condensados®®, esteroides®, rutina'".

Triterpenoide tetraciclico®, antocianinas™'®, alcaléides’, saponinas,
Inflorescéncias flavonoides e esteroides’,’; taninos "®'°, acido galico, quercetina e

epicatequina'® e heterosideos antraquindnicos'.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: (1) KETIKU (1979), (2) DUTTA, DAS e BANERJI, (1983), (3) LEWIS, FIELDS e SHAW
(1999), (4) PAZMINO-DURAN et al. (2001), (5) GHANI (2003), (6) MARIE-MAGDELEINE et al.
(2010), (7) MAHMOOD, NGAH e OMAR (2011), (8) JAWLA, KUMAR e KHAN, (2012), (9)
ACCIOLY et al. (2012), (10) BOVO (2013), (11) KAPPEL et al. (2013), (12) NISHA e MINI
(2013), (13) SHODEHINDE e OBOH (2013).
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JUSTIFICATIVA

E evidente a importancia das plantas medicinais no cenario
farmacologico atual e o interesse e a eficacia comprovada do uso tradicional de
plantas no combate e tratamento de doengas frequentes da populagédo. Tendo
em vista o difundido uso medicinal, o baixo custo, a facilidade de acesso por
todas as camadas da populacdo a espécie M. paradisiaca e 0s escassos
estudos fitoquimicos realizados com as suas inflorescéncias, € de grande
importancia um estudo que identifigue moléculas potencialmente bioativas
dessa espécie e investigue suas propriedades biol6gicas. Esses resultados
poderdo ser usados para corroborar o uso tradicional como planta medicinal
dessa espécie e também em estudos posteriores na procura de novos

fitoterapicos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo € caracterizar os metabdlitos

presentes nas inflorescéncias da espécie M. paradisiaca, dando enfase ao

grupo dos compostos fendlicos, e avaliar a sua atividade antioxidante in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do presente estudo em relacdo a espécie M.

paradisiaca sao:

obter extratos e fragdes das inflorescéncias completas e também das
bracteas e flores isoladas;

identificar e quantificar metabdlitos extraidos das diferentes amostras

das inflorescéncias com compostos comerciais padroes;

avaliar a atividade antioxidante in vitro das diferentes amostras das

inflorescéncias;

co-relacionar o conteudo de compostos fendlicos com a atividade
antioxidante observada;

comparar a caracterizagdo quimica e a atividade antioxidante entre as
diferentes partes das inflorescéncias;

contribuir para um melhor conhecimento sobre a caracterizagdo quimica

da espécie e sua atividade antioxidante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 QUIMICOS E REAGENTES

As fases moveis de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
preparadas com metanol padrdo CLAE da J.T. Baker (9093-03, 99.98 %,
Xalostoc, MEX), &cido trifluoroacético (TFA) da Merck (= 99 %, Damstadt, DEU)
e agua tratada em um ultra purificador modelo MS 2000 da marca Gehaka (Sao
Paulo, BR). Os padrées comerciais de CLAE como acido p-cumarico (C9008 =
98 %), acido clorogénico (C3878 = 95 %), acido ferulico (128708 = 99 %), acido
galico (G7384 = 97.5 %), acido sinapico (D7927 = 98 %), acido siringico (S6881
= 95 %), epicatequina (= 90 %), miricetina (M6760 = 96 %), quercetina (Q4951
95 %) e rutina (R5143 = 94 %) e outros reagentes como ABAP (cloreto de 2,2’
— azo-bis (2-amidinopropano), 440914 = 97 %), acido salicilico (247588 = 99
%), albumina bovina sérica (A4503 = 96-99 %), BHT (W218405 = 99 %),
Coomassie Birilliant Blue G250 (B0770 = 95 %), D-glucose (G5250 = 97 %),
DPPH’, PMS (phenazine methosulfate, P9625) e TBA (thiobarbituric acid,
T5500 = 98 %) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis-MO, EUA). NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo, 0384-5G) e NBT (nitro blue tetrazolium,
0329) foram obtidos da Amresco (OHIO, EUA). Folin-Ciocalteu (F2002920500)
foi obtido da Cromato (S&o Paulo, BR).

3.2 COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL VEGETAL

As inflorescéncias de M. paradisiaca foram coletadas em agosto de 2013
no municipio de Maringa, Parana, Brasil. Uma exsicata do material vegetal foi
depositada no Museu Boténico Municipal de Curitiba-PR (MBM), sendo
identificada pelo bidlogo Osmar dos Santos Ribas, com o numero de registro
de MBM: 367379.
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3.3 OBTENGAO DOS EXTRATOS E DAS FRAGOES

3.3.1 Obtencao do Extrato Aquoso-Quente

Para o preparo do extrato aquoso-quente (EHW) foram utilizados 80 g
de material vegetal fresco e 200 mL de agua destilada. Foram preparados trés
diferentes extratos aquosos: das inflorescéncias completas, das bracteas
separadas e das flores separadas. A mistura foi submetida a trituracdo e
agitacao mecanica por 10 min. O conteudo foi levado ao banho de agua a 70
°C por uma hora. O material foi filtrado em papel e funil Bichner em um
sistema de bomba a vacuo. Posteriormente, o solvente foi evaporado do filtrado
em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida a 40 °C. O material obtido foi
congelado e liofilizado. Os extratos brutos obtidos foram mantidos em ambiente
seco, no escuro, a 4 °C e nomeados de acordo com as siglas descritas a
seguir: EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas, EHW-B=
extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das
flores.

3.3.2 Obtengao do Extrato Hidroalcodlico

Para o preparo do extrato hidroalcodlico (EOH) utilizou-se, nas seguintes
proporcdes, 80 g do material vegetal fresco e 200 mL de etanol 70 % (v/v).
Foram preparados trés diferentes extratos hidroalcéolicos: das inflorescéncias
completas, das bracteas separadas e das flores separadas. A mistura foi
submetida a trituragdo e agitacdo mecanica por 10 min. O material resultante
dessa preparacao foi mantido em maceracao em frasco ambar, fechado, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com agitacées manuais diarias, por
10 dias. O material foi filtrado em papel e funil Buchner em um sistema de
bomba a vacuo e concentrado até a evaporacgao total do etanol em evaporador
rotatério sob pressédo reduzida a 40 °C. O material obtido foi congelado e
liofilizado. Os extratos brutos obtidos foram mantidos em ambiente seco, no
escuro, a 4 °C e nomeados de acordo com as siglas descritas a seguir: EOH-l=
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extrato hidroalcodlico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato
hidroalcodlico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcodlico das flores.

3.3.3 Obtencgéo do Extrato Metandlico e das Fragdes

De acordo com a literatura (CECHINEL-FILHO e YUNES, 1997), o
metanol € um dos solventes que extrai 0 maior nimero de compostos bioativos
de plantas. Visto que esses compostos sdao alvo desse estudo, optou-se por
uma extracdo hidro-metandlica no preparo das fragbes. As fracdes foram
obtidas a fim de possibilitar a identificacdo de um maior nimero de compostos
secundarios nas inflorescéncias de M. paradisiaca. Para o preparo do extrato
metandlico, 2,3 kg de material vegetal fresco foi submetido a trituracdo e
agitacdo mecanica por 10 min. Em seguida adicionou-se 2,3 L de metanol 80 %
(v/v) ao material e este foi mantido em maceragéo em frasco ambar, fechado, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com agita¢cdes didrias por inversao,
durante 14 dias. O material obtido foi filtrado em papel e funil Buchner em um
sistema de bomba a vacuo e concentrado até a evaporagéo total do metanol
em evaporador rotatorio sob pressao reduzida a 40 °C. O material obtido foi
congelado e liofilizado. O extrato bruto resultante foi submetido ao
fracionamento por particao liquido-liquido utilizando solventes com polaridades
crescentes, como descrito a seguir.

O extrato metandlico foi ressuspendido em agua destilada e fracionado,
primeiramente, com n-hexano na proporcao 3:1 (v/v), em funil de separacao e
apods agitacdo vigorosa, a fase hexanica foi separada. Este processo foi
repetido mais duas vezes. As trés particdes n-hexanicas foram adicionadas a
um unico frasco e mantidas em capela de exaustao até a completa evaporacao
do solvente. Na sequéncia, o extrato residual foi fracionado, respectivamente,
com cloroférmio, acetato de etila e n-butanol de acordo com o mesmo
procedimento realizado com n-hexano. A fase acetato de etila foi concentrada
separadamente em evaporador rotatério, sob pressao reduzida, a 40 °C, até
aproximadamente 10 mL e posteriormente mantida em capela de exaustéao até

a completa evaporagao do solvente.
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As fragoes resultantes foram pesadas para o calculo do rendimento e
posteriormente mantidas em ambiente seco e ao abrigo da luz. O extrato
metandlico bruto e as fragbes foram nomeados de acordo com as siglas
descritas a seguir: EMET-I= extrato metandlico das inflorescéncias completas,
FHEX= fragdo hexénica, FCLO= fragao cloroformica, FACT= fragcao acetato de

etila e FBUT= fracao butandlica.
3.4 ANALISE FITOQUIMICA - MARCHA FITOQUIMICA

Os testes fitoquimicos preliminares foram realizados seguindo a
metodologia de Matos (2009). Estes testes sdo baseados na adicdo de
reagentes especificos diretamente sobre a solucdo dos extratos, onde é
observada a troca na coloragdo ou a formacdo de precipitado. Foram
realizadas as pesquisas de presenca para os seguintes metabdlitos: alcaloides
(reativo de Dragendorff), aminogrupos (com ninhidrina), antocianinas (pH
diferencial), antrandis (com agua oxigenada), cumarinas (com hidroxido de
sodio e ultravioleta), flavonoides (reacdo com cloreto de aluminio, Pew e
Shinoda), heterosideos cianogénicos (com papel picro-sodico), polifenois (com
cloreto férrico), quinonas (com hidréxido de potassio), saponinas (formacao de
espuma permanente com mudanga de pH), taninos (reacao com gelatina, sais
de chumbo, e cloreto férrico) e triterpenoides/esteroides (reacao de Lieberman-
Burchard).

3.5 DOSAGENS ESPECTROFOTOMETRICAS
3.5.1 Dosagem de Carboidratos

O teor de carboidratos das amostras foi determinado por meio do teste
colorimétrico do fenol-sulfurico (DUBOIS et al. 1956) que se baseia na acao do
acido sulfurico, desidratando o carboidrato a um composto (furfural ou
hidroxifurfural) que reage com o fenol e forma um complexo colorido, o qual &
quantificado por espectrofotometria. Para tal, 40 pL de amostra ressuspendida
em agua (5 mg.mL") foi misturada com 40 pL de fenol e 200 uL de acido
sulfdrico concentrado. A mistura foi incubada a 100 °C por 10 min. Apds o
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resfriamento, uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma placa de leitura
de 96 pocos e foi realizada a verificagdo da absorbancia num
espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 490 nm.
A percentagem glicidica total foi estimada a partir de uma curva padrao de
glucose comercial (r*=0,993) com massas de 10 a 1000 pg.mL™". O ensaio foi
realizado em triplicata para cada amostra.

3.5.2 Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada através da metodologia de
Bradford (1976). Esse ensaio se baseia na coloracdo das proteinas pelo
reagente Coomassie Briliant Blue G250, que pode ser acompanhada por
espectrofotometria. Para tal, 100 pL de amostra ressuspendida em agua (5
mg.mL™") foi misturada a 5 mL de reagente de Bradford (50 mg Briliant Blue
G250 + 25 mL etanol 95 % + 50 mL &cido fosférico 85 % + 425 mL agua). Apds
agitacdo, uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma placa de leitura de
96 pocos e foi realizada a verificagdo da absorbancia num espectrofotémetro
modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 595 nm. A curva padrao de
albumina bovina sérica comercial (f’= 0,911) foi construida a partir de
concentragées variadas (10 a 640 pg.mL™"). O ensaio foi realizado em triplicata

para cada amostra.
3.5.3 Dosagem de Compostos Fendlicos

A dosagem de compostos fendlicos foi realizada de acordo com o
método descrito por Singleton e Rossi Jr. (1965), que avalia o teor de fendlicos
a partir da ligacdo com o reagente de Folin-Ciocalteu. Para tal, 20 pyL de
amostra ressuspendida em agua (5 mg.mL") foi misturada com 100 pL de
reagente Folin-Ciocalteu. Apds agitacdo, adicionou-se 80 uL de solugédo de
carbonato de soédio 7,5 % (m/v) a mistura. A solucdo foi mantida em estufa a
100 °C por 10 min. Apoés esfriar, uma aliquota de 200 pL foi transferida para
uma placa de leitura de 96 pocos e foi realizada a verificagdo da absorbancia
num espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 760

nm. As absorbéancias foram comparadas com uma curva padrao de acido galico
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comercial preparado nas concentracdes de 31 a 1000 pg.mL™" (r’= 0,992). O
ensaio foi realizado em triplicata para cada amostra.

3.5.4 Dosagem de Flavonoides

A dosagem de flavonoides foi realizada de acordo com Vennat et al.
(1992) com modificagdes. Este método utiliza cloreto de aluminio como
marcador de flavonoides. Para tal, 3 mL de amostra ressuspendida em agua (5
mg.mL™) foi misturada a 0,2 mL de solugdo de cloreto de aluminio 5 % (m/v) e
a solucgao foi completada para 10 mL com agua destilada. A mistura foi mantida
em repouso por 30 min no escuro. Posteriormente, a absorbancia das amostras
foi lida em espectrofotbmetro modelo SP 2000 UV da marca Bel Photonics
(Monza, ITA) no comprimento de onda de 425 nm. Rutina comercial a
concentragbées de 5 a 600 ug.mL™ foi utilizada para a construcdo da curva
padrdo (r’= 0,982). O ensaio foi realizado em triplicata para cada amostra.

3.5.5 Dosagem de Taninos Condensados

A dosagem de taninos condensados foi realizada de acordo com
Queiroz, Morais e Nascimento (2002). Este método utiliza vanilina sulfurica
como reagente. Para tal, 1 mL de amostra ressuspendida em agua (5 mg.mL™")
foi misturada a 2 mL de solugao de vanilina sulfdrica 2 % (m/v). A mistura
permaneceu em banho de agua a 20 °C por 5 min. Uma aliquota de 200 pL foi
transferida para uma placa de leitura de 96 pocos e foi realizada a verificacao
da absorbancia num espectrofotometro modelo ELX800 da marca Biotek
(Vermont, EUA) a 500 nm. Utilizou-se epicatequina comercial para a
construgdo da curva padrdo em concentragdes de 1,25 a 30 pug.mL™ (r*=0,991).
O ensaio foi realizado em triplicata para cada amostra.

3.5.6 Dosagem de Antocianinas

A dosagem de antocianinas dos extratos EOH-I e EOH-B foi realizada
através do método do pH diferencial (LEE, DURST e WROLSTAD, 2005). As
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absorbancias das amostras foram mensuradas num espectrofotdmetro modelo
ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 510 e 700 nm em tampdes cloreto
de potassio (0,025 M em pH 1,0) e acetato de sédio (1 M em pH 4,5). A
diferenca nos valores de absorbancia em pH 1,0 e pH 4,5 é diretamente
proporcional a concentragdo de antocianinas, com o calculo baseado na
cianidina-3-glicosideo. A analise foi realizada em triplicata para cada amostra.

Para calcular o teor de antocianinas, a seguinte férmula foi utilizada:
TA= {[(As10 - A700)pH1,0- (As10-A700)pH4,5] X MM x D x 1000}/ €, onde (1)

TA= teor de antocianinas (mg.L™).

A= absorbancia da amostra no correspondente comprimento de onda.
MM= massa molecular de cianidina-3-glicosideo (449,2 g.mol™).

D: fator de diluicao (1).

€= absortividade molar (26.900).

3.6 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
3.6.1 Método para Caracterizacao de Compostos Fendlicos

O conteudo de compostos fendlicos dos extratos brutos e fracbes FACT
e FBUT de M. paradisiaca foi analisado utilizando a técnica de cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia utilizando um sistema da Agilent Technologies
1200 Series (St. Clara, CA, EUA) equipado com um degaseificador a vacuo
(G1322A), uma bomba quaternaria (G1311A) e injetor manual de 20 pL
(Rheodyne, 7725(i)) acoplado a um multidetector de luz ultravioleta/visivel
(G1365D) nos comprimentos de onda de 254, 280, 300, 325 a 375 nm. Uma
coluna Eclipse XDB-C-18 (150 x 4,6 mm, 5 um) (Agilent) foi utilizada. Foram
utilizados como padrdes acido galico, acido clorogénico, acido ferulico, acido
cumarico, acido sinapico, acido siringico, rutina, quercetina, miricetina e
epicatequina. Os padrdes foram preparados em solugdes estoque solubilizados
em metanol na concentragdo de 1 mg.mL" e suas dissolugées de 0,1 mg.mL™
preparadas no momento da analise com metanol aquoso 10 %. As amostras e

os padrdes foram analisados de acordo com o método descrito por Pavei et al.
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(2010) com modificagbes. A separacao foi realizada utilizando um gradiente de
eluicdo que consiste nas seguintes fases méveis: dgua: TFA 0,1 % (v/v) (A) e
metanol: TFA 0,1 % (v/v) (B) como segue: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 %
A; 22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. O fluxo foi ajustado para 1 mL.min"
As andlises foram realizadas a 23 °C. As amostras, previamente filtradas,
foram injetadas (20 pL) em triplicata. Para o controle do sistema e a analise dos
dados utilizou-se o programa EZChrom Elite através do Windows 7. Os
compostos fendlicos foram identificados comparando seus tempos de retencao

aos obtidos dos compostos padrdes.
3.6.2 Preparo dos Extratos

Com o objetivo de analisar os compostos fendlicos nos extratos brutos
de M. paradisiaca, foi realizada precipitacdo etandlica para separar os
compostos de alta massa molecular. Para isso, as amostras foram
ressuspendidas em &gua destilada. A solugédo foi filirada em sistema de
filtragcdo a vacuo para separar 0os agregados insoluveis formados. Adicionou-se
trés vezes o volume de etanol P.A. na temperatura de 4 °C e a mistura
permaneceu em geladeira overnight. No dia seguinte a mistura foi submetida a
centrifugacdo a 4300 rpm por 10 min. O sobrenadante foi concentrado em
evaporador rotatério a vacuo por até 40 °C, congelado e liofilizado. Os extratos
obtidos foram pesados e mantidos a 4 °C e no abrigo da luz. No dia da analise,
os extratos foram solubilizados numa solugdo de metanol aquoso 10 %, na
concentracdo de 5,0 mg.mL". Posteriormente, os extratos foram filtrados
através de uma membrana de fluoreto de polivinilideno, 0,22 ym da marca

JetBiofil (Guangzhou, CHN) e imediatamente submetidos a analise.
3.6.3 Sensibilidade Analitica e Dosagem de Rutina e de Acido Clorogénico

Foram preparadas solugbes metandlicas de rutina e de 4acido
clorogénico comerciais. As diluicées foram preparadas utilizando-se agua para
rutina e metanol aquoso 30 % para acido clorogénico numa escala de 2,5 a 80
ng.mL™. Cada amostra foi submetida a trés anélises.
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O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram
calculados baseados no desvio padrdao das areas, em sextuplicata, da
concentracdo minima detectavel visualmente e na inclinagdo da curva de

calibracao, conforme as férmulas abaixo:

LOD= (3,3 x DP)/a (2)
LOQ= (10 x DP)/q, (3)
onde

DP= desvio padrao da area da concentragdo minima detectavel visualmente;

a = inclinagdo da curva de calibragao.

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.7.1 Reducao do Radical Livre DPPH’

A taxa de reducdo do radical livre DPPH" foi determinada pela
metodologia adaptada de Blois (1958). Para tal, 0,1 mL de solu¢ao metandlica
de DPPH’ 1 mM foi incubada com 0,3 mL de solucdo de amostra (solubilizada
em agua destilada) ou padréao (solubilizado em etanol), 20 min, no escuro, a
temperatura ambiente. Apds este periodo, 200 pyL da solucao foi transferida
para microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi analisada num
espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 515 nm.
Utilizou-se como padrdes acido ascérbico e BHT comerciais. As analises foram
realizadas com quatro diferentes concentracées de amostra e de padrdes (125,
250, 500 e 1000 pg.mL") em triplicata. O DPPH" é um radical livre violeta na
sua forma oxidada que quando reduzido ao composto hidrazina torna-se
amarelo, diminuindo a absor¢céo a 515 nm. Entdo a taxa de reducéo do radical
DPPH" em percentagem foi determinada a partir da equagao:

Taxa Redugdo DPPH’ (%) = {[AO — (A —Ab)J/AO} x 100 (4)
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onde, AO é a absorbancia da solugdo DPPH’ com agua no lugar das amostras;
A é a absorbancia da solugdo DPPH" e amostras e Ab é a absorbancia das
amostras com metanol no lugar da solugdo DPPH'.

Para o célculo concentracdo efetiva de amostra necessaria para inibir 50
% da concentragdo inicial de radicais (ECsp), foram realizadas andlises das
amostras em oito diferentes concentragdes de 1 a 2000 ug.mL™. Para o célculo
do ECs, dos padrdes acido ascérbico e BHT foram realizadas andlises em oito
diferentes concentragdes, respectivamente: 0,625 a 160 pg.mL" e 10 a 640
pg.mL™.

3.7.2 Analise do Poder Redutor

O poder redutor foi determinado pelo método adaptado de Oyaizu
(1986). Para tal, 0,25 mL de amostras (solubilizadas em agua destilada) e de
padrdes comerciais (solubilizados em metanol), preparados em quatro
diferentes concentragées (0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.mL™"), foram unidos a 0,25 mL
de tampéo fosfato de sédio (0,2 M; pH= 6,6) e 0,25 mL de solugado aquosa de
ferricianeto de potassio (1 %, m/v). As solu¢gdes permaneceram em repouso por
20 min a 50 °C, no escuro e, apds o resfriamento foi adicionado 0,25 mL de
acido tricloroacético (10 %, v/v). Desta solugcdo, uma aliquota de 200 pL foi
transferida para placa de 96 pogos e em seguida foi adicionado 50 pL de
cloreto férrico 0,1 % (m/v) para a revelacdo. O ensaio foi analisado num
espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 700 nm.
Esse ensaio se baseia no fato de substancias com poder de reducdo serem
capazes de reduzir o ferro na forma férrica (Fe**) dando origem a forma ferrosa
(Fe®*), o qual reage com o cloreto férrico formando um complexo com absorcédo
maxima a 700 nm. Dessa forma, quanto maior a absorbancia, maior o poder
redutor da amostra testada.

Os resultados do poder redutor das amostras de M. paradisiaca foram

comparados aos padrdées comerciais acido ascorbico e quercetina.
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3.7.3 Sequestro do Radical Livre Hidroxila (HO")

A capacidade de inibicdo de radicais hidroxila foi determinada a partir do
método de Halliwell e Gutteridge (1984) com modificagbes. O método se baseia
na producdo de radicais HO via reacdo de Fenton (0,2 mL de peréxido de
hidrogénio 8,8 mM e 0,2 mL de sulfato ferroso 6 mM). Em seguida, 0,2 mL de
amostra (solubilizadas em agua destilada) e padrées comerciais (solubilizados
em agua destilada) preparados em quatro diferentes concentracées (0,5; 1,0;
2,0 e 4,0 mg.mL™") foram adicionados a solugdo que apés agitagédo foi mantida
em repouso por 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, 0,2 mL de
acido salicilico 6 mM foi adicionado e em seguida uma aliquota de 0,2 mL foi
transferida para uma placa de 96 pocos e sua absorbancia foi analisada num
espectrofotdmetro modelo ELX800 da marca Biotek (Vermont, EUA) a 510 nm.
Utilizou-se como padrao acido ascorbico e acido galico. A taxa de sequestro

em percentual de radicais hidroxila € obtida a partir da equacao:
Taxa de Sequestro HO™ (%) = {[A0 — (A —Ab)]/A0} x 100 (5)

onde A0 é a absorbancia da solucao (H2-O., FeSQ., acido salicilico) com agua
no lugar das amostras; A € a absorbancia da solugcao (H.O,, FeSQO4, acido
salicilico) e amostras e Ab é a absorbancia das amostras sem a solugao (H2Oo,
FeSOQ,, &cido salicilico).

Para o calculo do ECsg, foram realizadas analises das amostras em seis
diferentes concentracdes de 500 a 5000 pug.mL™. Para o célculo do ECso, do
padrdo acido ascorbico foram realizadas andlises em oito diferentes

concentragdes de 100 a 800 pg.mL™.

3.7.4 Sequestro do Radical Livre Superéxido (O27)

A taxa de sequestro do radical superoxido foi determinada pelo método
de Nishikimi, Rao e Yagi (1972) com modificagdes. Neste ensaio o radical O, é
gerado de forma ndo enzimatica através da reacdo do PMS na presenca de
NADH e oxigénio molecular. O radical superéxido gerado reduz o NBT a

formazan. A sintese de formazan gera uma coloragdo purpura, que €



48

acompanhada espectrofotometricamente a 560 nm. O antioxidante adicionado
ao sistema é capaz de reagir com o O" inibindo a producédo de formazan. As
amostras e o padrdo comercial acido ascérbico foram solubilizados em tampé&o
Tris-HCI pH 8,0 e preparados nas seguintes concentragbes: 0,5; 1,0 e 2,0
mg.mL". Em seguida, 900 uL de cada amostra e padréo foram misturados a 20
uL de NBT e a 20 pL de PMS. A solucéo foi agitada e mantida em repouso por
2 minutos. Em seguida foram adicionados 60 uL de NADH. As concentragdes
finais de NBT, PMS e NADH foram 72 yM, 30 uM e 338 uM, respectivamente.
A concentracdo final de NADH foi calculada a partir da lei de Beer-Lambert
(A=E€.c.l) utilizando espectrofotdmetro modelo SP 2000 UV da marca Bel
Photonics (Monza, ITA) a 340 nm e coeficiente de extincdo molar, €= 6220
L/mol/cm.

ApoOs agitacdo, a leitura da absorbancia maxima a 560 nm foi realizada
em espectrofotdmetro modelo SP 2000 UV da marca Bel Photonics (Monza,
ITA) e a percentagem de radicais superoxido sequestrados foi obtida a partir da
seguinte equacao:

Taxa de Sequestro O," (%) = {[A0 — (A —Ab)]/A0} x 100 (6)

onde AO é a absorbancia da solugdo com agua no lugar das amostras; A é a
absorbancia da solugcdo com as amostras e Ab é a absorbancia da solucao
com tampao Tris-HCI no lugar de NADH.

Para o calculo do ECsp, foram realizadas analises das amostras em oito

diferentes concentragées de 0,5 a 4 mg.mL"™".
3.7.5 Inibigao da Peroxidagao Lipidica (TBARS)

A capacidade das amostras em inibir a peroxidagao lipidica foi avaliada
através do ensaio TBARS de acordo com o método adaptado de Morais et al.
(2009) e descrita originalmente por Kishida et al. (1993). Este ensaio tem como
principio a quantificagdo dos produtos secundarios, como o malonaldeido e
outros aldeidos, pela peroxidacdo induzida dos acidos graxos poli-insaturados
presentes na gema do ovo. Os produtos secundarios da peroxidagao lipidica
reagem com o acido tiobarbiturico formando um complexo colorido, o qual pode
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ser acompanhado espectrofotometricamente. Para tal, em tubos de ensaio com
tampa foram adicionados: 125 pL de solugdo de gema de ovo 10 % (m/v)
solubilizada em solugdo aquosa de sodium dodecyl! sulfate (SDS) a 1,1 %
(m/v); 25 uL de solugdo aquosa de amostra e padrbées acido ascorbico e BHT
em trés diferentes concentragdes (0,1; 0,5 e 1 mg.mL"); 100 pL de agua
destilada; 12,5 pL de solugéo aquosa de ABAP a 0,07 mol.L™'; de 4cido acético
glacial aquoso 20 % (v/v) e 375 uL de solugdo de TBA 0,8 % (m/v) em SDS. A
mistura foi agitada e incubada em banho de agua fervente por uma hora. Apés
resfriamento da mistura, adicionou-se 1,25 mL de butanol a cada tubo de
ensaio. A mistura foi agitada e mantida em repouso por 10 min. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. Aliquota de 200 pL do
sobrenadante foi transferida para uma placa de leitura de 96 pocos e
submetidos a leitura em espectrofotobmetro no comprimento de onda de 532
nm. Cada amostra foi analisada em triplicata. A taxa de inibicdo, em

percentagem, da peroxidacgao lipidica foi calculada através da seguinte férmula:
Taxa de Inibigao (%) = {[A0 — (A —Ab)]/A0} x 100 (7)

onde A0 é a absorbancia da solugdo com &agua destilada no lugar das
amostras; A € a absorbancia da solucdo com as amostras e Ab é a

absorbancia da solugdo com agua destilada no lugar de ABAP.
3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das dosagens quantitativas e das atividades antioxidantes
dos extratos de M. paradisiaca foram submetidos ao teste analise de variancia
de uma via (ANOVA one-way), seguido do teste post-hoc de multiplas
comparagoes e teste de Fisher LSD para comparacdo das médias. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo de no minimo trés
experimentos. Foram considerados estatisticamente significativos os valores
comparados ao nivel de significancia p<0,05.

Foi calculado o ECs (concentracéo efetiva de amostra necessaria para
inibir 50% da concentracdo inicial de radicais) nos ensaios de inibicdo do
radical DPPH, radical hidroxil e radical superéxido. Para tal foi realizada a
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linearizagdo das meédias de percentagem de inibicdo (pelo menos quatro
médias diferentes para cada ensaio) a partir da confecgdo do seguinte grafico:
In da concentragdo versus % de radical inibido. A partir da equagéao da reta
linearizada obtida (r?=0,95) foi calculado o ECsp.

A fim de verificar se existe correlacao entre a dosagem de fendlicos e a
atividade antioxidante (ECsp), foi aplicado o teste de correlagdo de Pearson.
Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao
nivel de significancia p<0,05.

Os analises foram realizadas através do programa StatSoft Statistica 8.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E DAS FRAGOES DE M. paradisiaca

Os rendimentos dos extratos aquosos e hidroalcodlicos e das fragbes

das inflorescéncias de M. paradisiaca estao apresentados na (TABELA 4).

TABELA 4 - RENDIMENTOS DOS EXTRATOS BRUTOS E DAS FRACOES DAS
INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca.
Massa Inicial Massa Final Rendimento

Amostra (9) (9) (%)
EHW-I 1000 19,1 1,9
EHW-B 1000 16,4 1,6
EHW-F 1000 20,2 2

EOH-I 1400 25,7 1,8
EOH-B 1000 19,4 1,9
EOH-F 300 4.2 1,4
EMET-I 2300 27,6 1,2
FHEX 27,6 0,04 0,1
FCLO 27,6 0,14 0,5
FACT 27,6 0,16 0,6
FBUT 27,6 0,96 3,5

FONTE: o autor (2015).

NOTA: rendimentos em percentuais calculados em relagdo a massa do vegetal fresco para os
extratos brutos e em relacdo a massa do extrato metandlico, para as fragdes. A massa é
apresentada em gramas. EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas, EHW-
B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das flores, EOH-I=
extrato hidroalcoolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalcéolico das
bracteas, EOH-F= extrato hidroalcoolico das flores, EMET-I= extrato metandlico das
inflorescéncias completas, FHEX= fragdo hexanica, FCLO= fragao cloroférmica, FACT= fragao
acetato de atila, FBUT= fragéo butandlica.

Os rendimentos dos extratos aquosos e hidroalcodlicos foram calculados
em relacdo a massa do vegetal fresco. Os resultados dos rendimentos
variaram entre 1,2 a 2 %. Esse baixo rendimento € esperado, visto que
aproximadamente 92 % do conteudo das inflorescéncias frescas de M.
paradisiaca é composto por agua (SILVA, SARTORI e OLIVEIRA, 2014).

Os rendimentos das fragdes do extrato metandlico foram calculados em
relacdo a massa do extrato bruto metandlico liofilizado. A fragcdo de maior
rendimento foi aquela onde se utilizou butanol como solvente. Pode-se

by

observar que ha um aumento do rendimento a medida que aumenta a
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polaridade do solvente, evidenciando o teor polar dos compostos do extrato

metandlico.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA - MARCHA FITOQUIMICA

A analise fitoquimica qualitativa dos extratos das inflorescéncias de M.

paradisiaca esté apresentada na (TABELA 5).

TABELA 5 - ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS,
BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca.

Compostos EHW- EHW-B EHW-F EOH-I EOH-B EOH-F

Alcaloides - - - - - -
Amino Grupos + + + + + +
Antocianinas - - + + -
Antranois - - - - - -
Cumarinas + + + + + +
Heterosideos Cianogénicos - - - - - -
Flavonoides

Polifenois

Quinonas - - - - - -
Saponinas + + -

Taninos +

Triterpenos/Esteroides - -

FONTE: o autor (2015).

NOTA: resultado + = reagdo positiva. Resultado - = reagdo negativa. Metodologia: Matos
(2009). EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas, EHW-B= extrato
aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das flores, EOH-I= extrato
hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalcéolico das bracteas,
EOH-F= extrato hidroalc6olico das flores.

Todos os extratos brutos das inflorescéncias de M. paradisiaca
apresentaram reacao positiva para a presenca de polifendis, flavonoides,
taninos, cumarinas e aminogrupos. Esses resultados estdo de acordo com os
resultados apresentados em estudos anteriores realizados com as
inflorescéncias desta espécie. Aminogrupos ja haviam sido identificados no
extrato aquoso das inflorescéncias completas de acordo com o estudo de Bovo
(2013), assim como flavonoides foram identificados também por Jawla, Kumar
e Khan (2012) no extrato etandlico das flores e por Nisha e Mini (2013) no

extrato metandlico das inflorescéncias. Taninos foram identificados também por
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Jawla, Kumar e Khan (2012) e Bovo (2013) no extrato etandlico das flores e
aquoso das inflorescéncias, respectivamente.

O grupo dos triterpenos/esteroides se revelou presente em todos os
extratos hidroalcodlicos e também no extrato aquoso das flores. Conhecidos
esterois e triterpenos foram identificados no extrato cloroférmico de flores no
estudo de Dutta, Das e Banerji (1983) e um novo triterpenoide tetraciclico foi
isolado e identificado nesse mesmo estudo. Jawla, Kumar e Khan (2012)
também identificaram a presenca de esteroides no extrato etandlico das flores.
Terpenos compreendem um amplo numero de compostos. Possuem uma vasta
gama de atividades biologicas como: antitumoral, antiviral, antidiabética,
antinflamatoria, antimicrobial, antiparasitaria, cicatrizante, gastroprotectiva,
entre outras (SHENG e SUN, 2011).

O grupo das saponinas foi identificado apenas nos extratos das bracteas
e flores, em ambos os tipos de extracdes, ndo sendo detectadas nos extratos
das inflorescéncias completas. Saponinas também foram identificadas por
Jawla, Kumar e Khan (2012) no extrato etandlico das flores. Saponinas
pertencem a classe dos terpenos dentro do grupo dos metabdlitos secundarios
e sdo um dos mais numerosos e diversificados grupos de produtos naturais de

plantas. Possuem atividades biolégicas relatadas como anti-inflamatéria,

antiviral,  antimicrobial, = antioxidante, = anticAncer, = imunomodulatéria,
hepatoprotectiva, cardioprotectiva, entre outras (OSBOURN, GOSS e FIELD,
2011).

O ensaio para antocianinas revelou a presenca desse grupo apenas nos
extratos hidroalcodlicos das inflorescéncias e das bracteas. Antocianinas
também foram identificadas no extrato metandlico das bracteas, no estudo de
Pazmifno-Duran et al. (2001), e no extrato aquoso das inflorescéncias, no
estudo de Bovo (2013). Antocianinas sao reconhecidas pelos seus beneficios a
saude (LILA, 2004) que serao discutidos posteriormente.

Cumarinas nao haviam sido identificadas nos extratos das
inflorescéncias de M. paradisiaca em nenhum estudo até o presente momento.
Cumarinas pertencem a uma ampla classe de compostos vegetais, sendo
encontradas também em fungos e bactérias (HOULT e PAYA, 1996). Esse
grupo de compostos naturais tem atraido bastante interesse devido as

inUmeras atividades biolégicas relatadas como: antitumoral, anticoagulante,
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antinflamatdria, antioxidante (HOULT e PAYA, 1996; BORGES et al. 2005b) e
ainda anti-HIV, antimicrobial, vasodilatadora e ativadora do sistema nervoso
central (BORGES et al. 2005b).

Alcaloides, antranois, heterosideos cianogénicos e quinonas nao foram
identificados nos extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca através dos
ensaios fitoquimicos realizados.

Visto que todos os grupos de compostos quimicos identificados na
marcha fitoquimica possuem atividade terapéutica, € provavel que esses
compostos estejam relacionados com as atividades bioldgicas relatadas para

as inflorescéncias de M. paradisiaca.

4.3 DOSAGENS ESPECTROFOTOMETRICAS

Os resultados das dosagens colorimétricas realizadas com os extratos
brutos e as fragdes FACT e FBUT de M. paradisiaca estao apresentados na
(TABELA 6). Dentre as fragbes do extrato metandlico, foram realizadas
dosagens de compostos fendlicos e flavonoides apenas nas fragbes FACT e
FBUT pois elas apresentam compostos de maior polaridade. Os extratos EOH-I
e EOH-B foram os uUnicos que apresentaram resultado positivo para
antocianinas no ensaio qualitativo, portanto foram os Unicos submetidos

dosagem desse grupo.
4.3.1 Dosagem de Carboidratos e de Proteinas

Quanto ao teor de carboidratos, os extratos das inflorescéncias de M.
paradisiaca apresentaram resultados que variaram de 14 a 42 %. Pode-se
observar que nao houve diferencga significativa entre os resultados dos extratos
EOH-B, EHW-I e EHW-B que apresentaram as maiores dosagens de
carboidratos, seguidos em ordem decrescente por EHW-F, EOH-1 e EOH-F. O
teor de proteinas apresentou-se baixo e estatisticamente semelhante entre

todos os extratos, variando entre 4,8 a 6,8 %.
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TABELA 6 - ANALISE FITOQUIMICA QUANTITATIVA DE EXTRATOS E DE FRACOES DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M.
paradisiaca.

Amostra Carboidratos Proteinas Fenolicos Flavonoides Taninos Condensados Antocianinas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
EHW-I 35,245,0° 4,8+0,9° 3,5+0,7° 0,3+0,09° 0,08+0,005° nd
EHW-B 38,1+4,3° 5,3+1,9? 2,2+0,2% 0,3+0,06° 0,07+0,008¢ nd
EHW-F 26,610,6" 6,3+1,7° 1,5+0,4° 0,310,1° 0,1+0,001° nd
EOH-I 14,042,7° 6,8+2,2° 2,6+0,1% 2,5+0,08% 0,2+0,004° 0,05+0,01?
EOH-B 42,3+6,5° 6,7+2,1° 2,1+0,4% 1,4+0,2° 0,2+0,006° 0,04+0,003?
EOH-F 17,445,3° 5,9+2 3% 5,5+0,7° 1,040,1° 0,310,007° nd
FBUT nd Nd 9,4+2,0° 1,60,1° nd nd
FACT nd Nd 16+1,5° 1,30,1¢ nd nd

FONTE: o autor (2015).

NOTA: percentagem equivalente a massa do extrato bruto liofilizado. Os dados sédo apresentados como médiatdesvio padrao dos ensaios em ftriplicata.
Diferentes letras em cada coluna representam diferengas estatiscamente significativas entre as amostras de acordo com o teste de Fisher LSD (p < 0,05).
Carboidratos: % equivalente a glucose (DUBOIS et al. 1956); proteinas: % equivalente a albumina bovina sérica (BRADFORD, 1976); fendlicos: %
equivalente ao &cido galico (SINGLETON e ROSSI JR. 1965); flavonoides: % equivalente a rutina (VENNAT et al. 1992); taninos condensados: %
equivalente a epicatequina (QUEIROZ, MORAIS e NASCIMENTO, 2002); antocianinas: % equivalente a cianidina-3-glucosideo (LEE, DURST e
WROLSTAD, 2005); (nd) dosagem nao determinada. EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das
bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalcéolico das
bracteas, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores, FACT= fragao acetato de atila, FBUT= fragao butandlica.
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4.3.2 Dosagem de Compostos Fenolicos

O teor de compostos fendlicos entre os extratos das inflorescéncias de
M. paradisiaca variou entre 1,5 a 5,5 %, ou seja, 15 a 55 mg de equivalente a
acido galico (EAG) por grama de extrato bruto. O teor de fendlicos das fracdes
FACT e FBUT foi significantemente maior do que os extratos, apresentando
como resultados, respectivamente, 9,4 a 16 %, ou seja 94 a 160 mg de EAG
por grama extrato bruto.

Comparando o presente estudo com aqueles realizados previamente e
que utilizaram o mesmo método de dosagem de compostos fendlicos, pode-se
considerar que esses resultados sdo maiores do que o apresentado por Sheng
et al. (2011) (6,58 mg de EAG por grama de extrato etandlico das flores) e
semelhante ao apresentado por Loganayaki, Rajendrakumaran e Manian
(2010) (14 mg de EAG por grama do extrato das inflorescéncias). Padam et al.
(2012), também analisou o teor de fendlicos das bracteas e das flores
separadamente e, assim como no presente estudo, encontrou que o extrato
das flores exibe mais teor de fendlicos do que as bracteas nos extratos
hidroalcodlicos. O conteudo de fendis nos diferentes extratos das
inflorescéncias de M. paradisiaca no estudo de Padam et al. (2012) também
variou entre 1 a 125 mg de EAG por grama de extrato. O conteudo de fendlicos
nos extratos da polpa dos frutos (0,89 a 1,09 mg de EAG por grama de extrato,
de acordo com Shodehinde e Oboh, 2013) e do pseudocaule (0,4 a 1,2 mg de
EAG por grama de extrato, de acordo com Loganayaki, Rajendrakumaran e
Manian (2010) se mostraram inferiores aos encontrados nos extratos das
inflorescéncias no presente estudo.

Cai et al. (2004) avaliaram o conteudo de fendlicos de 162 plantas
medicinais chinesas associadas a atividade anticancerigena. O conteudo de
fendis encontrado nos extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca no atual
estudo foi superior ao encontrado em 63 vegetais dessa lista, dentre eles o
gengibre (Zingiber officinale Roscoe.) e o agafrdo-da-terra (Curcuma longa L.)
que sao plantas amplamente reconhecidas pelos seus fins terapéuticos
(ARAUJO e LEON, 2001; ALl et al. 2008). Velioglu et al. (1998) avaliaram o
conteudo fendlico de 28 espécies, entre eles frutas, vegetais e produtos
derivados de gréos. O conteudo fendlico dos extratos de M. paradisiaca no
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presente estudo foi superior ao de 10 espécies. Considerando apenas o
conteudo fendlico do extrato EOH-F, esse foi superior aos resultados
encontrados em vegetais que sdo conhecidos por suas propriedades
nutracéuticas como o mirtilo (Vaccinium myrtillus L.), a cereja-doce (Prunus
avium L.), o ginseng (Panax sp.), o germem de trigo ( Triticum sp.) e a semente
de linhaga (Linum usitassinum L.).

Compostos fendlicos sdao normalmente encontrados em plantas
comestiveis e ndo comestiveis e é relatado que possuem multiplos efeitos
biolégicos, incluindo atividade antioxidante, antimutagénica e anticarcinogénica
em humanos (KUMARAN e KARUNAKARAN, 2007). Visto que as
inflorescéncias de M. paradisiaca sao ricas em fendlicos, € provavel que suas
atividades biologicas estejam relacionadas com esse grupo de compostos

secundarios.

4.3.3 Dosagem de Flavonoides

O teor de flavonoides nos extratos e nas fragdes das inflorescéncias de
M. paradisiaca variou de 0,3 a 2,5 %, ou seja, 3 a 25 mg de equivalente a rutina
(ERU) por grama de extrato bruto. O conteudo de flavonoides foi
significantemente maior nos extratos hidroalcodlicos comparado com os
aquosos, provando que um sistema de solvente utilizando a mistura de etanol e
de agua é mais eficiente em extrair flavonoides.

O conteudo de flavonoides no presente estudo se mostrou maior do que
o apresentado em estudos anteriores com M. paradisiaca como 0 apresentado
por Sheng et al. (2011) de 0,05 mg de equivalente a catequina por grama de
extrato etandlico das flores e por Shodehinde e Oboh (2013) de 0,48 a 0,73
mg de equivalente a quercetina por grama de extrato bruto no extratos aquosos
da polpa dos frutos. Entretanto, os resultados de dosagem de flavonoides nas
inflorescéncias de M. paradisiaca no presente estudo sdo menores do que
aqueles apresentados nos extratos hexanico e metandlico da casca dos frutos
pela espécie M. acuminate (SINGHAL e RATRA, 2013) que foram,
respectivamente, 71 e 75 mg de ERU por grama de extrato.

Liu et al. (2008) avaliaram o conteudo de flavonoides de 68 plantas
utilizadas para fins medicinais e alimentares na China. As inflorescéncias de M.
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paradisiaca no presente estudo mostraram conteudo de flavonoides superior a
47 plantas dessa lista, entre elas a pimenta-preta (Piper nigrum L.), o gréo de
soja (Glycine max L.) e o ginkgo (Ginkgo biloba L.), que s&o conhecidas por
suas propriedades medicinais (KLEIUNEN e KNIPSCHILD, 1992;
VIJAYAKUMAR, PRESANNAKUMAR e VIJAYALAKSHMI, 2008; AHMAD et al.
2014).

Flavonoides pertencem ao grupo dos compostos fendlicos naturalmente
presentes na maioria dos vegetais comestiveis e eles tém o potencial de prover
multiplos beneficios a saude (JAGTAP, PANASKAR e BAPAT; 2010). De
acordo com os resultados apresentados no presente estudo, pode-se inferir
que as inflorescéncias de M. paradisiaca sdo boas fontes de flavonoides.
Portanto, é provavel que suas atividades bioldgicas estejam relacionadas com

essa classe de fendlicos.

4.3.4 Dosagem de Taninos Condensados

O conteudo de taninos condensados nas inflorescéncias de M.
paradisiaca variou de 0,07 a 0,1 % no extrato aquoso e de 0,1 a 0,3 % no
extrato hidroalcéolico, o que é aproximado aos resultados relatados por Marie-
Magdeleine et al. (2014) que utilizaram o mesmo método de dosagem do
presente estudo e encontraram 0,05 % de taninos condensados no extrato
aquoso das folhas, porém é inferior ao resultado apresentado para o extrato
metandlico das folhas no mesmo estudo que foi de 2,54 %. Os resultados do
presente estudo também s&o inferiores aos encontrados na fragdo da parede
celular da polpa dos frutos de M. acuminata por Bennett et al. (2010) que
encontraram valores de 3,7 a 25,9 % de taninos condensados analisando
diferentes cultivares dessa espécie de banana, utilizando um método de
dosagem diferente do atual estudo. Portanto, de acordo com os estudos
realizados até o presente momento, pode-se inferir que as inflorescéncias de

M. paradisiaca apresentam um baixo teor de taninos condensados.
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4.3.5 Dosagem de Antocianinas

O conteudo de antocianinas dos extratos EOH-I e EOH-B foi,
respectivamente, 46 e 42 mg de equivalente a cianidina-3-glucosideo (ECIG)
por 100 g extrato seco. Esse resultado é inferior ao encontrado no extrato das
bracteas de M. paradisiaca por Pazmifio-Duran et al. (2001), que quantificaram
250 mg de ECIG por 100 g de extrato seco, utilizando o mesmo método de
dosagem que o presente estudo. E importante salientar que o estudo preliminar
citado foi realizado no extrato metandlico acido, que é a forma mais eficiente de
se extrair antocianinas. Portanto, € muito provavel que essas diferengas nos
valores de dosagens de antocianinas devam-se as diferengas nas técnicas de
extracao.

De acordo com Pazmifio-Duran et al. (2001), as bracteas de M.
paradisiaca apresentam um grande potencial como uma fonte econémica de
pigmentos naturais devido a presencga de seis diferentes tipos de antocianinas:
pelagonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvinidina.
Antocianinas sdo metabdlitos secundarios que fazem parte do grupo dos
flavonoides. Elas ocorrem no reino vegetal proporcionando as cores vermelho
ao laranja brilhante e azul ao violeta em muitos frutos, flores e alimentos a base
de vegetais (WALLACE, 2011). Além do valor econémico, antocianinas sao
reconhecidas pelos seus beneficios a saude. Entre inUmeros exemplos, elas
podem prover protecdo contra danos ao DNA, diminuir a permeabilidade e
fragilidade capilar, inibir a peroxidacao lipidica e com isso proteger a membrana
celular (LILA, 2004).

4.4 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
4.4.1 Perfil Cromatografico dos Compostos Fendlicos Padrdes

A (FIGURA 4) apresenta o resultado do perfil cromatografico dos
compostos padrdes a 254 nm.
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FIGURA 4 - PERFIL DE CLAE DETECTADO A 254 nm DOS COMPOSTOS FENOLICOS
PADROES.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 pm. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de eluigdo: : 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de inje¢do: 20 pL. Os
tempos de retengao estao apresentados como a média aritmética em min de trés injegdes.

4.4.2 Perfil Cromatografico dos Compostos Fendlicos dos Extratos e das

Fracbes de M. paradisiaca

As (FIGURAS 5 a 12) apresentam, respectivamente, os resultados do
perfil de compostos fendlicos nos extratos aquosos, nos extratos
hidroalcodlicos e nas fragdes das inflorescéncias de M. paradisiaca.
Comparando os tempos de retencdo dos compostos padroes com os tempos
de retencao dos picos presentes nos extratos e nas fragoes, pode-se sugerir a
identificacdo dos acidos fendlicos denominados: acido clorogénico (presente
em EHW-I, EOH-B, FACT e FBUT), acido cumarico (presente em EHW-I, EOH-
B e FACT), acido ferulico (presente em EHW-I e EOH-B) e acido sinapico
(ausente apenas em EHW-I e FBUT); e dos flavonoides denominados: rutina
(presente em todos os extratos e fracdes), miricetina (presente apenas em
EOH-F) e epicatequina (presente apenas em FBUT). Os demais picos nao
nomeados nao foram possiveis de identificacdo devido aos seus pontos de

retencao nao correspoderem aqueles dos padrdes utilizados.
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FIGURA 5 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO AQUOSO DAS INFLORESCENCIAS
DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de elui¢gdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de inje¢do: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecdes.
Picos ndo nomeados sao desconhecidos.
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FIGURA 6 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO AQUOSO DAS BRACTEAS DE M.
paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de eluicdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A; 22
28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de injecdo: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecoes.
Picos ndo nomeados sao desconhecidos.



62

180

EHW-F
160

140

120

100

mAU

80

60

40

12.7 acido sinapico

150 rutina

20

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Minutos

FIGURA 7 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO AQUOSO DAS FLORES DE M.
paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de elui¢gdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de inje¢do: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecoes.
Picos ndo nomeados sao desconhecidos.
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FIGURA 8 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS
INFLORESCENCIAS DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de eluicdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de injecdo: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecoes.
Picos ndo nomeados séo desconhecidos.
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FIGURA 9 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS BRACTEAS
DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de eluicdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de injecdo: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecdes.
Picos ndo nomeados sao desconhecidos.
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FIGURA 10 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FLORES
DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de elui¢gdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de inje¢do: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecoes.
Picos ndo nomeados séo desconhecidos.
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FIGURA 11 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DA FRACAO ACETATO DE ETILA DAS
INFLORESCENCIAS DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de elui¢gdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de inje¢do: 20 pL. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecdes.
Picos ndo nomeados sao desconhecidos.
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FIGURA 12 - PERFIL DE CLAE A 254 nm DA FRACAO BUTANOLICA DAS
INFLORESCENCIAS DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: Coluna: Eclipse XDB-C-18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Solvente A: 0,1 % TFA, 99,9 % agua;
B: 0,1 % TFA, 99,9 % metanol. Gradiente de elui¢gdo: 0-10 min., 60 % A; 10-22 min., 40 % A;
22-28 min, 70 % A e 28-30 min., 60 % A. Fluxo: 1.0 mL.min . Volume de injecdo: 20 .. Os
tempos de retencdo estdo apresentados como a média aritmética em min de trés injecdes.
Picos ndo nomeados séo desconhecidos.
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Estudos anteriores relatam inimeras atividades biolégicas para rutina e
acido clorogénico. Além desses compostos possuirem forte atividade antioxidante
(OHNISHI et al. 1994, YANG, GUO e YUAN 2008), eles também s&o eficazes em
combater doencas relacionadas a inflamag¢do como injurias intestinais (SATO et
al. 2011, MASCARAQUE et al. 2015) e asma (JUNG et al. 2007, KIM et al. 2010).
Portanto, € provavel que a habilidade em combater injurias intestinais e as
atividades antinflamatéria e antiasmatica apresentadas pelo uso tradicional das
inflorescéncias de M. paradisiaca sejam devidas a acdo desses compostos.

Os demais fendlicos identificados nas inflorescéncias de M. paradisiaca
como &cido ferulico, acido cumarico, acido sinapico, miricetina e epicatequina sao
compostos comumente encontrados em frutas, vegetais, cereais e chas e sao
responsaveis por inumeros efeitos benéficos do consumo de vegetais a saude.
Todos séo considerados potentes antioxidantes (GRAF, 1992; TERAO, PISKULA e
YAO 1994; ONG e KHOO, 1997; KIM et al. 2010; KANNAN et al. 2013). O &cido
ferdlico chegou até a ser aprovado no Japado como um aditivo alimentar para
previnir a oxidagdo em substituicdo aos antioxidantes sintéticos que possuem
conhecida atividade carcinogénica (ITAGAKI et al. 2009). Miricetina, epicatequina,
acido ferulico e acido sinapico possuem agao anti-hiperglicémica, atenuando os
efeitos do diabetes (ONG e KHOO, 1997; RIZVI e ZAID, 2001; ZHAO e
MOGHADASIAN, 2008; CHERNG et al. 2013). Acido ferulico, acido sinapico e
epicatequina apresentam propriedades hipolipodémicas, que auxilia na redugao
do colesterol total e na prevencdo de doencas cardiovasculares (GRAF, 1992;
CHAN et al. 1999; ROY e PRINCE, 2013). Miricetina, epicatequina, acido ferulico
e acido cumarico se mostraram eficazes no combate a diferentes tipos de
canceres (LU et al. 2006; ZHAO e MOGHADASIAN, 2008; KANNAN et al. 2013).
Esses resultados mostram que os compostos fendlicos encontrados nas
inflorescéncias de M. paradisiaca podem ser eficazes no combate as principais
enfermidades que afetam a populagdo ocidental como doencgas cardiovasculares,
diabetes e cancer.

Os custos com saude em doengas cronicas associadas com dietas e estilo
de vida causam preocupacao por parte dos governos. Entre outras iniciativas,
estes solicitam melhorias na dieta, incluindo alimentos funcionais. Os alimentos
funcionais fornecem adicionais beneficios fisioldégicos, além de atender as
necessidades nutricionais bésicas (DING, VEEMEN e ADAMOWICZ; 2015).
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Assim, devido a sua caracterizagdo quimica, pode-se inferir que as
inflorescéncias de M. paradisiaca podem ser consideradas um alimento funcional

e que seu consumo deve ter impactos favoraveis sobre a saude.

4.4.3 Sensibilidade Analitica e Quantificagdo de Rutina e de Acido Clorogénico

nos Extratos e nas Fragdes de M. paradisiaca

A (TABELA 7) apresenta a sensibilidade analitica do método de deteccao
de compostos fendlicos utilizado nesse estudo através dos parametros LOD e
LOQ. A tabela ainda apresenta as equacdes da reta obtidas através das curvas

padrdes de rutina e de acido clorogénico.

TABELA 7 - LIMITE DE DETECGAO, LIMITE DE QUANTIFICAGAO E CURVA PADRAO DE
RUTINA E ACIDO CLOROGENICO.

Substancia R? Equacdo daReta LOD (ug.mL") LOQ (ug.mL™)
Rutina 0.992 y=70847x-115470 0.55 1.67
Acido Clorogénico  0.997  y=39116x + 46220 0.61 1.85

FONTE: o autor (2015).

NOTA: curva padrao de rutina elaborada utilizando 8 pontos de concentragées variaveis de 1,25 a
80 ug.mL™". Curva padrio de &cido clorogénico elaborada utilizando 7 pontos de concentracées de
2,5 a 80 pg.mL™". O limite de detecgdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados
baseados no desvio padrdo das areas, em sextuplicata, da concentragao minima detectavel.

Através das equacoes da reta foi possivel calcular a concentracao de rutina
e de acido clorogénico nos extratos e nas fragdes das inflorescéncias de M.
paradisiaca. Esses resultados sdo apresentados na (TABELA 8).

Dentre os extratos, aquele que apresentou o conteudo de rutina
estatisticamente superior foi o EOH-B, seguido em ordem decrescente por EOH-I,
EHW-I, EOH-F, EHW-B e EHW-F. Nas fracbes a concentracdo de rutina foi
estatisticamente superior quando comparada aos extratos, sendo que a FBUT se
mostrou superior a FACT. A FBUT também se mostrou estatisticamente superior
em conteudo de &cido clorogénico quando comparada as demais amostras,
seguida em ordem decrescente por FACT, EOH-B e EHW-I. Nas demais

amostras nao foi possivel detectar a presenca de acido clorogénico.
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TABELA 8 - CONCENTRAGAO DE RUTINA E DE ACIDO CLOROGENICO NOS EXTRATOS E
NAS FRACOES DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca.

Extrato Rutine_a1 Acido Cloro_qénico
(pg-mL") (ng-mL")

EHW-I 5,8+0,4% 4,0+0,3°

EHW-B 4,0+0,3% nd

EHW-F 2,5+0,1° nd

EOH-I 7,3+0,1% nd

EOH-B 7,8+0,1° 8,5+0,2°

EOH-F 4,5+0,1% nd

FACT 23,5+0,5° 66,5+5,1°

FBUT 51,6+1,0% 104,9+12,7°

FONTE: o autor (2015).

NOTA: concentragdo em pg.mL ' (concentracdo das amostras na injegao: 5mg.mL’1). Os dados sao
apresentados como média + desvio padrao de trés injegdes. Diferentes letras em cada coluna
representam diferengas estatisticamente significativas entre as amostras de acordo com o teste de
Fisher LSD (p< 0,05). nd= concentragdo nao detectada. EHW-I= extrato aquoso-quente das
inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-
quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato
hidroalcéolico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalc6olico das flores, FACT= fragdo acetato de
atila, FBUT= fragdo butandlica.

Uma das principais fontes de rutina, de acordo com Grupta et al. (2012),
sdo as sementes do trigo sarraceno (Fagopyrum tataricum L.). Grupta et al.
(2012) quantificaram por CLAE o conteudo de rutina de 195 cultivares de trigo
sarraceno e encontraram que o conteudo desse metabdlito do extrato metandlico
das sementes dessa espécie da maioria dos cultivares (81 %) variou entre 10 a
16 pug por mg de amostra seca. O conteludo de rutina nas inflorescéncias de M.
paradisiaca entre as diferentes amostras variou 2,5 a 51, 6 ug.mL™”, ou seja, de
0,5 a 10,3 pug por mg de amostra seca, 0 que é muito proximo ao resultado
apresentado no estudo anterior por uma das principais fontes de rutina. Portanto,
pode-se inferir que as inflorescéncias de M. paradisiaca sao boas fontes de rutina
e que tém chances de serem utilizadas como fonte de extragdo desse fendlico.

O café (Coffea sp.) é a principal fonte de acido clorogénico na dieta humana
(OLTHOF, HOLLMAN e KATAN; 2001). Seus gréaos verdes (ou crus) sao a maior
fonte de acido clorogénico na natureza, com um conteudo que varia entre 4 a 14
% por massa seca de amostra (FARAH et al. 2008). A concentracado de acido
clorogénico encontrada nos extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca no
presente estudo variou de 4 a 104, 9 ug.mL™", ou seja 0,08 a 2,09 % de &cido
clorogénico por massa de extrato seco. Essa concentracdo ndo chega a ser

proxima a concentracao da espécie referéncia em producao desse acido fendlico,



68

porém pode ser suficiente para influenciar beneficamente a saude de

consumidores de produtos oriundos das inflorescéncias de M. paradisiaca.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Reducao do Radical Livre DPPH’

A (FIGURA 13) apresenta os resultados das atividades antioxidantes de
reducao do radical livre DPPH" dos diferentes extratos das inflorescéncias de M.
paradisiaca e dos padrdes comerciais, acido ascorbico e BHT, que apresentaram

maiores atividades antioxidantes.
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FIGURA 13 - PERCENTAGEM DE REQUQAO DO RADICAL DPPH" POR DIFERENTES
EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca E PADROES
COMERCIAIS ACIDO ASCORBICO E BHT.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio realizado de acordo com Blois (1958). Cada valor é expresso como a média do
ensaio em ftriplicata + o desvio padrédo. Diferentes letras em cada grupo (concentragéo) significam
diferengas estatisticamente significantes entre as amostras de acordo com o teste de Fisher LSD
(p =0,05). AA= &cido ascoérbico, BHT= butil-hidroxitolueno, EHW-I= extrato aquoso-quente das
inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-
quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato
hidroalcéolico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores.

7

Pode-se observar que a atividade antioxidante € dependente da
concentragdo do extrato. Na concentracdo de 1000 pg.mL’' a atividade de
reducéo do extrato EOH-F foi comparavel a do antioxidante comercial BHT.
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Todas as amostras tiveram a atividade antioxidante dependente da
concentragao testada. Desta forma foi possivel calcular o ECsy para o ensaio de
captacéo do radical DPPH’ dessas amostras (TABELA 9).

TABELA 9 - VALORES DE ECs, (mg.mL") OBTIDOS NO ENSAIO DE REDUGAO DO RADICAL
LIVRE DPPH" PARA OS EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M.
Paradisiaca E DOS PADROES COMERCIAIS ACIDO ASCORBICO E BHT.

Amostra EHW-I  EHW-B EHW-F EOH-I EOH-B  EOH-F AA  BHT

ECs, (mg.mL")
0,82 1,62 1,94 0,56 1,38 0,27 0,01 0,04

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio de reducéo do radical DPPH’ realizado de acordo com Blois (1958). ECs, calculado
através da equacao da reta da linearizacdo das médias de percentagem de inibicdo (°20,95). AA=
acido ascérbico, BHT= butil-hidroxitolueno, EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias
completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das
flores, EOH-I= extrato hidroalcdolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalc6olico
das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores.

Os valores de ECso no ensaio de captagdo do radical DPPH’ para os
extratos de M. paradisiaca apresentados no presente estudo variaram de 0,27 a
1,94 mg.mL" e sdo menores do que aqueles obtidos para os extratos dos frutos
(SHODEHINDE e OBOH, 2013) e do pseudocaule (LOGANAYAKI,
RAJENDRAKUMARAN e MANIAN; 2010), cujos valores variaram,
respectivamente, de 24 a 33 mg.mL" e de 4 a 11 mg.mL". Esses resultados
sugerem que as inflorescéncias apresentam atividade antioxidante in vitro para o
radical DPPH’ superior a outras partes do vegetal como frutos e pseudocaule.

E relatado que amostras que apresentam maior teor de fendlicos
apresentam maior atividade de reducédo do radical DPPH" (HONG et al. 2008;
YANGTHONG, HUTADILOK-TOWATABA e PHROMKUNTHONG 2009; DINIS et
al. 2012; PADAM et al. 2012). A correlacéo entre o teor de compostos fendlicos e
a atividade de redugao do radical DPPH' através do ECs, foi confirmada através
do teste de correlagcdo de Pearson que forneceu um r= -0,8494 (FIGURA 14).
Esse resultado indica que a variagdo na concentracdo de compostos fendlicos
ocorre negativamente correlacionada a atividade de reducdo do radical livre
DPPH" através do ECs. Dessa forma, sugere-se que a atividade de reducao do
radical livre DPPH’" é diretamente influenciada pela concentragdo de compostos

fendlicos nos extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca.
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FIGURA 14 - CORRELA(;AO_ENTRE A CONCENTRAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS (%) E
A ATIVIDADE DE REDUGAO DO RADICAL DPPH ATRAVES DO ECs (mg.mL”") NOS
EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: 1= EHW-I, 2= EHW-B, 3= EHW-F, 4= EOH-I, 5= EOH-B e 6= EOH-F. Concentracio de
compostos fendlicos determinada através do método de Singleton e Rossi Jr. (1965). Ensaio de
reducdo do radical DPPH’ realizado de acordo com Blois (1958). ECs, calculado através da
equacao da reta da linearizagdo das médias de percentagem de redugao (r’20,95). Correlagdo
entre as varidveis foram consideradas significantes com p <0,05. EHW-I= extrato aquoso-quente
das inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato
aquoso-quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B=
extrato hidroalcéolico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores.

O ensaio de redugédo do radical DPPH" se baseia na transferéncia de
elétron da amostra antioxidante para o radical reduzindo-o a hidrazina (MIGUEL,
2007). A hidrazina muda a cor da solugdo do ensaio do violeta para o amarelo
palido que é acompanhado por espectrometria (ALVES et al. 2010). Utilizando
este ensaio para avaliar a capacidade antioxidante de compostos fendlicos,
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) concluiram que a eficiéncia antioxidante
de uma amostra com o DPPH’ depende, sobretudo, da sua posicdo e do nimero
de grupos hidroxilicos disponiveis. De acordo com Alves et al. (2010), moléculas
pequenas que tém melhor acesso ao sitio do radical podem apresentar uma maior
atividade aparente quando comparadas as moléculas maiores. Tendo em vista
que compostos fendlicos sao ricos em grupos hidroxilas e que, na sua maioria, se
apresentam como moléculas pequenas, de baixa massa molecular, era esperado

que eles estivessem relacionados com a atividade de redugéo do radical DPPH'.
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4.5.2 Poder Redutor

Os resultados do ensaio do poder redutor dos diferentes extratos das
inflorescéncias de M. paradisiaca, juntamente com os padrdes acido ascérbico e

quercetina, sdo apresentados na (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - PODER REDUTOR DE DIFERENTES EXTRATOS DAS INFLORESQENCIAS,
BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca E PADROES COMERCIAIS ACIDO ASCORBICO E
QUERCETINA.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio realizado de acordo com Oyaizu (1986). Cada valor é expresso como a média do
ensaio em ftriplicata + o desvio padrédo. Diferentes letras em cada grupo (concentragéo) significam
diferengas estatisticamente significantes entre as amostras de acordo com o teste de Fisher LSD
(p =0,05). AA= &cido ascorbico, QUE= quercetina, EHW-I= extrato aquoso-quente das
inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-
quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato
hidroalcéolico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcdolico das flores.

O poder redutor de um composto serve como um indicador significante da
sua atividade antioxidante. Em geral um antioxidante exerce sua atividade por
quebrar a cadeia de atuacdo do radical livre via doacdo de elétrons ou
transferéncia de atomos de hidrogénio (DZIRI et al. 2012; SHODEHINDE e
OBOH, 2012). No presente ensaio o poder redutor das amostras de M.
paradisiaca bem como os padrdes comerciais, acido ascorbico e quercetina,
foram testados quanto a sua capacidade de causar a conversao do ferro na forma
férrica (Fe*®) para ferrosa (Fe*?). O poder redutor dos extratos das inflorescéncias

de M. paradisiaca aumenta com a concentragdo da amostra. Nenhum extrato
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atingiu resultados estatisticamente semelhantes ao dos padrbes comerciais.
Neste ensaio o EOH-F apresentou resultados significativamente maiores
comparados com as demais amostras. A absorbancia do EOH-F variou de 0,3 a
1,3 nas concentragdes de 0,5 a 3,0 mg.mL". Comparando os resultados de EOH-
F com aqueles encontrados por Saha et al. (2013) que analisaram o poder redutor
do extrato etanodlico dos frutos de Musa seminifera e encontraram um resultado
significativamente maior do que o presente estudo onde a absorbancia variou de,
aproximadamente, 0,8 a 1,4 nas concentracdes de 0,12 a 0,5 mg.mL". Por outro
lado, o EOH-F apresentou resultados semelhantes aos apresentados por
Shodehinde e Oboh (2012) que encontraram no extrato da farinha da polpa do
fruto torrada de M. paradisiaca os valores de absorbancia de aproximadamente
0,3 a 1,3 para as mesmas concentracdes utilizadas no presente estudo. Os
autores atribuem essa atividade aos compostos fendlicos presentes na amostra.
Entretanto, a correlagdo entre o poder redutor das amostras e o conteudo fendlico
foi ndo significativo (p<0,05). Portanto, devem existir outros compostos nos
extratos, extraidos majoritariamente no EOH-F, que estejam envolvidos no poder
redutor das inflorescéncias de M. paradisiaca.

4.5.3 Sequestro do Radical Livre Hidroxila (HO")

A (FIGURA 16) apresenta os resultados das atividades antioxidantes de
sequestro do radical livre hidroxila dos diferentes extratos de M. paradisiaca e dos
padrdes comerciais, acido ascorbico e acido galico.

Os extratos e os padrdes tiveram a atividade antioxidante dependente da
concentracao testada. Desta forma foi possivel calcular o ECsy para o ensaio de
captacao do radical hidroxil dessas amostras (TABELA 10).

Os valores de ECsp no ensaio de captacdo do radical hidroxil para os
extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca apresentados no presente estudo
variaram de 1,97 a 5,64 mg.mL" e sdo levemente menores comparados aqueles
obtidos para os extratos dos frutos (SHODEHINDE e OBOH, 2013) cujos valores
variaram de 4,35 a 7,31 mg.mL™".



73

100 -~
Em AA
= ] EE AG
x
5 %0 S EHW|
T a
T 70 Em EHW-B
S ]
5 601 ddd d @@ EHW-F
g a2l
T %07 NE | CN  EOHH
NEll
8 NL|
o 40 - \‘% EER EOHB
gl
S w0 4 N EOH-F
° NEl |
= 20 1 NEl
o \‘%
> NEL
NE |
10 -~ NE]|
0 - NEdL
o° Ny Q® N

Concentragao (mg.mL™)

FIGURA 16 - PERCENTAGEM DE SEQUESTRO DO RADICAL HIDROXILA POR DIFERENTES
EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS; BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca E PADROES
COMERCIAIS ACIDO ASCORBICO E ACIDO GALICO.

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio realizado de acordo com Halliwell e Gutteridge (1984). Cada valor é expresso como
a média do ensaio em triplicata = o desvio padrdo. Diferentes letras em cada grupo (concentracao)
significam diferencas estatisticamente significantes entre as amostras de acordo com o teste de
Fisher LSD (p <0,05). AA= &cido ascorbico, AG= acido galico, EHW-I= extrato aquoso-quente das
inflorescéncias completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-
quente das flores, EOH-I= extrato hidroalcéolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato
hidroalcéolico das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores.

TABELA 10 - VALORES DE EC5, OBTIDO NO ENSAIO DE SEQUESTRO DO RADICAL LIVRE
HIDROXIL PARA AS OS EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M.
paradisiaca E O PADRAO COMERCIAL ACIDO ASCORBICO.

Amostra EHW-I EHW-B  EHW-F EOH-I EOH-B EOH-F AA

ECs (mg.mL™) 3,56 3,24 1,97 3,66 5,64 3,65 0,56

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio sequestro do radical hidroxil realizado de acordo com Halliwell e Gutteridge (1984).
ECs, calculado através da equagao da reta da linearizagao das médias de percentagem de inibigao
(r20,95). AA= 4acido ascérbico, EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas,
EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das flores, EOH-I=
extrato hidroalcoolico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalcdolico das bracteas,
EOH-F= extrato hidroalc6olico das flores.

A correlacdo entre o teor de fendis e a atividade de sequestro do radical
hidroxil através do ECsq foi nao significativa (p>0,05) através do teste de correlacédo
de Pearson. Yangthong et al. (2009) igualmente ndo encontraram correlacao entre
o conteudo de fendlicos e a atividade de sequestro do radical hidroxil nos extratos

de algas marinhas. Os mesmos autores sugerem que € provavel que
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polissacarideos sulfatados extraidos do extrato aquoso quente possam estar
envolvidos no sequestro do radical HO® in vitro. A atividade antioxidante nos
extratos aquosos foi moderadamente maior quando comparados com os extratos
hidroalcodlicos no presente estudo. Portanto, é possivel que compostos extraidos
principalmente nos extratos aquosos, estejam envolvidos com a atividade
antioxidante de sequestro do radical hidroxila nos extratos das inflorescéncias de
M. paradisiaca.

O radical hidroxila € uma das mais deletérias espécies reativas devido a sua
alta reatividade (ALVES et al. 2010). Neste ensaio, a capacidade das amostras em
sequestrar o radical hidroxila pode seguir dois possiveis mecanismos. Um é
impedindo a geragdo de HO por se ligar com o ion férrico (Fe*®) e outro é a
transferéncia direta de um elétron para o radical hidroxila gerado (YANGTHONG et
al. 2009). A eficiéncia antioxidante de compostos fendlicos geralmente é devida a
capacidade redutora de seus grupos hidroxilas. Tendo em vista que a correlagao
entre o conteudo fendlico e a atividade antioxidante deste ensaio foi ndo
significativa, & provavel que a atividade de sequestro dos radicais HO" dos extratos
de M. paradisiaca devem-se a a¢ao de outras classes de moléculas, provavelmente

aquelas que sédo mais eficientes em quelar ions metélicos, por exemplo.
4.5.4 Sequestro do Radical Livre Superéxido (O27)

A (FIGURA 17) apresenta os resultados das atividades antioxidantes de
sequestro do radical livre anion superéxido dos diferentes extratos de M.
paradisiaca e do comercial padrao acido ascorbico.

Os extratos EOH-I e EOH-B ndo apresentaram atividade antioxidante de

sequestro do radical superéxido nesse ensaio.
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FIGURA 17 - PERCENTAGEM DE SEQUESTRO DO RADICAL SUPEROXIDO POR DIFERENTES
EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca E DO PADRAO
COMERCIAL ACIDO ASCORBICO.

FONTE:o autor (2015).

NOTA: ensaio realizado de acordo com Nishikimi, Rao e Yagi (1972). Cada valor é expresso como a
média do ensaio em triplicata + o desvio padrdo. Diferentes letras em cada grupo (concentragao)
significam diferengas estatisticamente significantes entre as amostras de acordo com o teste de
Fisher LSD (p <0,05). AA= acido ascoérbico, EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias
completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das
flores, EOH-F= extrato hidroalcéolico das flores.

Os extratos aquosos e o extrato hidroalcodlico das flores tiveram a
atividade antioxidante dependente da concentracdo testada. Desta forma foi
possivel calcular o ECsp para o ensaio de sequestro do radical superoxido dessas
amostras (TABELA 11). Nao foi possivel calcular o ECsy do padrao acido ascorbico
porque nao foi possivel obter pelo menos quatro diferentes resultados de atividade

antioxidante dependente da concentracao para esse padrao.

TABELA 11 - VALORES DE ECs, (mg.mL") OBTIDOS NO ENSAIO DE SEQUESTRO DO RADICAL
LIVRE SUPEROXIDO PARA OS EXTRATOS DAS INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES
DE M. paradisiaca.

Amostra EHW-l EHW-B  EHW-F EOH-F
ECs, (mg.mL"™") 1,22 1,24 1,58 2,25

FONTE: o autor (2015).

NOTA: ensaio sequestro do radical superédxido realizado de acordo com Nishikimi, Rao e Yagi
(1972). ECs calculado através da equagao dareta da linearizagdo das médias de percentagem de
inibicdo (r*20,95). EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias completas, EHW-B= extrato
aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das flores, EOH-F= extrato
hidroalcéolico das flores.
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A correlagdo entre o teor de fendis totais e a atividade de captagdo do
radical superéxido através do ECs foi ndo significativa (p>0,05) através do teste
de correlacao de Pearson. Yangthong et al. (2009) igualmente ndo encontraram
correlagdo entre o conteudo de fendlicos e a atividade de sequestro do radical
superéxido nos extratos de algas marinhas. Esses resultados sugerem que outros
compostos dos extratos de M. paradisiaca, principalmente oriundos dos extratos
aquosos, estejam envolvidos no sequestro dos radicais superéxido.

Neste ensaio o radical O," é gerado de forma nido enzimatica através da
reacao do PMS na presenca de NADH e oxigénio molecular. O radical superoxido
gerado reduz o NBT a formazan. A sintese de formazan gera uma coloracao
purpura, que é acompanhada por espectrometria. O antioxidante adicionado ao
sistema é capaz de reagir com o O, inibindo a produgdo de formazan
(SANCHEZ-MORENO, 2002). Os resultados do presente estudo mostram que
substancias obtidas da extracdo aquosa foram mais eficientes em sequestrar o
radical superdxido do que aquelas obtidas da extragdo hidroalcodlica. Isto esta de
acordo com o estudo de Yangthong et al. (2009) que observaram que o extrato
aquoso-quente de algas tem significante efeito antioxidante sobre o radical
superdxido, enquanto o extrato autoclavado ndo apresentou atividade
significativa. Os autores ainda observaram que a atividade de sequestro do O;”
esta diretamente correlacionada com o conteudo de sulfato das amostras
testadas. Dessa forma, pode-se inferir que diferentes métodos de extracao
fornecem diferentes tipos de moléculas antioxidantes. Portanto, a atividade de
sequestro do radical superdéxido dos extratos das inflorescéncias de M.
paradisiaca é baseada em algum (s) grupo(s) de moléculas obtidas

principalmente do extrato aquoso.

4.5.5 Inibicdo da Peroxidagao Lipidica (TBARS)

Os resultados da atividade de inibigdo da peroxidagao lipidica pelos
extratos das inflorescéncias de M. paradisiaca e dos padrdes comerciais acido
ascérbico e BHT estdo apresentados na (TABELA 12).

Os extratos de M. paradisiaca apresentaram leve atividade de inibicdo da
peroxidacao lipidica quando comparados a substancia padrdo utilizada, BHT. A
atividade de inibi¢cdo variou de 4 a 41 %, com média de atividade de 19 %. Esse
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resultado estd de acordo com a média da taxa de inibicdo de estudos anteriores.
Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzélez (2010) avaliaram o potencial de inibigcdo
da peroxidagéo lipidica, através do ensaio TBARS, dos extratos da casca do fruto
de M. acuminatta e encontraram atividade inferior 40 % em diversos sistemas de
solventes, com excessao do exirato aquoso que apresentou uma atividade
significamente maior, de 80 %. lyawe e Azih (2011) avaliaram o potencial de
inibicdo da peroxidagao lipidica, através do ensaio TBARS, de quatro espécies
vegetais com propriedade antimalarica: manga (Magnifera indica L.), cajueiro
(Anacardium occidentale L.), neem (Azachiractha indica A. Juss.) e mamoeiro

(Carica papaya L.). A maior atividade antioxidante entre elas foi de 30 %.

TABELA 12 - INIBIQAO DA PEROXIDAGAO LIPIDICA POR EXTRATOS DAS
INFLORESCENCIAS, BRACTEAS E FLORES DE M. paradisiaca E PADROES COMERCIAIS
ACIDO ASCORBICO E BHT.

mg.mL" % Inibicao da Peroxidacao Lipidica
AA BHT EHW-I EHW-B EHW-F EOH-I EOH-B  EOH-F
0,1 2742,4° 35+12° 17#50° 7,0¢7,0° 4,046,0 31+7,0° 12+4,7° 318,0°
05  23+43% 60412 12450° 13+4,0° 14410 29+2,0° 1647,0° 1646,0°
1 10£7,0° 63150 6,0£50° 2148,0° 18+7,0° 41+2,0° 2846,0° 27+11°
FONTE: o autor (2015).
NOTA: ensaio realizado de acordo com Kishida et al. (1993), com modificagdes de Morais et al.
(2009) Os dados sao apresentados como a percentagem da atividade de inibigdo da peroxidagao
lipidica dos extratos em diferentes concentracdes. Cada valor é expresso como a média do ensaio
em ftriplicata £+ o desvio padrdo. Diferentes letras em cada grupo (linhas) significam diferengas
estatisticamente significantes entre asamostrasde acordo com o teste de Fisher LSD (p <0,05). AA=
acido ascérbico, BHT= butil-hidroxitolueno, EHW-I= extrato aquoso-quente das inflorescéncias
completas, EHW-B= extrato aquoso-quente das bracteas, EHW-F= extrato aquoso-quente das
flores, EOH-I= extrato hidroalc6olico das inflorescéncias completas, EOH-B= extrato hidroalcéolico
das bracteas, EOH-F= extrato hidroalcoolico das flores.

Diferente dos ensaios de inibicdo de espécies reativas, na avaliacao da
capacidade de inibir a oxidagao lipidica, € necessaria a presenca de substratos
lipidicos (BECKER, NISSEN e SKIBSTED, 2004). O ensaio de inibigdo das
espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico tem como principio a quantificacdo dos
produtos secundarios, como o malonaldeido, pela peroxidagéo induzida dos acidos
graxos poli-insaturados presentes na gema do ovo (HODGES et al. 1999). A
oxidacdo € inibida com a adicdo de um antioxidante ao sistema, sendo
acompanhada pela redugao na absorbancia (ALVES et al. 2010). A temperatura do
sistema é um fator fundamental na eficiéncia do método. Os ensaios realizados a
temperatura ambiente, apesar de serem 0s que mais se aproximam das condi¢cdes

reais, apresentam a desvantagem de serem extremamente lentos e, portanto,
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pouco praticos. Entretanto, existem diversas moléculas presentes em extratos
vegetais que sado sensiveis a temperaturas elevadas, o que é o caso dos
compostos fendlicos (MIGUEL, 2007). Outro parametro que pode influenciar na
eficacia dos antioxidantes em sistemas multifasicos, como é o caso do ensaio
TBARS, é o “paradoxo polar’ que se explica da seguinte forma: numa emulsao 6leo
em agua, os antioxidantes hidrofébicos estdo localizados no 6leo e na interfase
6leo-agua, onde protegem melhor do que os antioxidantes hidrofilicos. Estes ficam
na fase aquosa, sendo, portanto, incapazes de proteger os lipideos na interfase
agua-6leo (FRANKEL e MEYER, 2000). Como compostos fendlicos sdo, na sua
maioria, moléculas hidrofilicas pode-se inferir que o fendmeno interfacial possa ter
impedido-os de interegir com o substrato lipidico. Portanto, a instabilidade térmica
dos compostos quimicos e o fendmeno interfacial podem explicar as leves taxas de
inibicdo da peroxidagao lipidica presente nos extratos das inforescéncias de M.

paradisiaca.
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5 CONCLUSOES
Quanto a caracterizagdo quimica e a atividade antioxidante das
inflorescéncias de M. paradisiaca, pode-se concluir que:

e sado fontes de compostos fendlicos como flavonoides e acidos fendlicos,
todos com atividades terapéuticas ja relatadas.

e a presenca de cumarinas foi verificada, sendo que a identificagdo da
presenca destes compostos € inédita para essa espécie;

e a presenca de acido clorogénico e de rutina sugere que eles possam estar
envolvidos nas atividades do uso tradicional das inflorescéncias como
combate a injurias intestinais e asma.

e devido ao rendimento de extracdo de rutina, as inflorescéncias tém
chances de serem usadas como fonte renovavel e de baixo custo desse
fendlico.

e sugere-se que o fendlico rutina seja usado como um marcador fitoquimico
dos extratos das inflorescéncias em estudos posteriores.

e apresentaram atividade antioxidante frente a diferente ensaios in vitro.

e assim, devido a sua caracterizagdo quimica e atividade biologica, as
inflorescéncias de M. paradisiaca podem ser consideradas um alimento

funcional e 0 seu consumo pode ter impactos favoraveis sobre a saude.
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