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RESUMO

A Miconia albicans € popularmente conhecida como canela-de-velho,
pertencente a familia Melastomataceae e apresenta ampla distribuicao pelo Brasil. Ja
foram descritas diversas propriedades benéficas para a espécie, dentre elas a
atividade antioxidante. Os antioxidantes sao substancias que inibem ou diminuem a
concentracdo de radicais livres, que podem ocasionar diversos problemas
patoldgicos. O presente trabalho teve como objetivo obter os perfis cromatograficos,
avaliar a atividade antioxidante e determinar o teor de contetdo fendlico nos extratos
etanolico e aquoso das partes aéreas da Miconia albicans. A analise do cromatograma
do extrato etandlico por CLAE-DAD, sugeriu a presenca do acido elagico. Para o
extrato aquoso néao foi possivel identificar os metabdlitos secundarios presentes. Na
avaliagdo da atividade antioxidante, o extrato etandlico apresentou melhores
resultados que o0 aquoso. No teste de captura do radical DPPH, o valor obtido da CEsg
para o extrato etanodlico foi de 42,34 pg/mL e no teste do ABTS o valor de TEAC foi
de 2,86, indicando atividade antioxidante significativa. Na determinagcéo do conteudo
fendlico total, os extratos etandlico e aquoso apresentaram valores, respectivamente,
de 42,19 e 4,12 mg de acido galico/ g de extrato. Os resultados obtidos demonstraram
gue o extrato agquoso de Miconia albicans ndo apresentou atividade antioxidante
significativa justificado pelo baixo teor de compostos fendlicos apresentado. O extrato
etandlico mostrou atividade antioxidante nos dois métodos utilizados, justificada pelo
teor significativo de compostos fendlicos. O extrato etandlico das partes aéreas da
Miconia albicans se mostrou promissor na busca de novos antioxidantes de origem

natural.

Palavras chaves: Miconia albicans; Antioxidante; Contelddo fendlico; Perfil
cromatografico; DPPH; ABTS.



ABSTRACT

Miconia albicans is popularly known as canela-de-velho, belonging to the
Melastomataceae family and is widely distributed throughout Brazil. Several beneficial
properties for the species have already been described, among them the antioxidant
activity. Antioxidants are substances that inhibit or reduce the concentration of free
radicals, which can cause various pathological problems. The objective of this work
was to obtain the chromatographic profiles, evaluate the antioxidant activity and
determine the phenolic contentin the ethanolic and aqueous extracts of the aerial parts
of Miconia albicans. Analysis of the chromatogram of the ethanolic extract by HPLC-
DAD suggested the presence of ellagic acid. For the aqueous extract it was not
possible to identify which secondary metabolites were present. In the evaluation of the
antioxidant activity, the ethanolic extract presented better results than the aqueous
one. Inthe DPPH radical capture test, the EC50 value obtained for the ethanolic extract
was 42.34 pg/mL and in the ABTS test the TEAC value was 2.86, indicating significant
antioxidant activity. In determining the total phenolic content, the ethanolic and
aqueous extracts showed values, respectively, of 42.19 and 4.12 mg of gallic acid/g of
extract. The obtained results demonstrated that the agueous extract of Miconia
albicans did not present significant antioxidant activity justified by the low content of
phenolic compounds presented. The ethanol extract showed antioxidant activity in both
methods used, justified by the significant content of phenolic compounds. The
ethanolic extract of the aerial parts from Miconia albicans showed promise in the

search for new antioxidants of natural origin.

Keywords: Miconia albicans; Antioxidant; Phenolic content; Chromatographic profile;
DPPH; ABTS.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo moléculas que apresentam um elétron ndo emparelhado
conferindo alta reatividade (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Sua producdo pode ocorrer por mecanismos endodgenos e
exogenos. A formacdo dos radicais livres por fontes enddgenas é resultado de
processos que normalmente ocorrem no organismo e que apresentam papéis
importantes, como a agao das oxigenases, cicloxigenases e lipoxigenases que liberam
radicais livres durante a metabolizagdo dos substratos (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; SOARES, 2002). Contudo, a sua alta producéo pelo organismo pode levar ao
estresse oxidativo, o que esta relacionado com diversos problemas patolégicos, como
envelhecimento, desenvolvimento de cancer, aterosclerose e inflamacéo (FERREIRA
E MATSUBARA, 1997).

Os antioxidantes sdo substancias que em baixas concentracdes e por meio de
diversos mecanismos sdo capazes de diminuir e/ou inibir a producdo e acédo dos
radicais livres, gerando produtos estaveis (SOUSA et al., 2007).

Os seres vivos apresentam diversas formas de obtencao de antioxidantes para
o controle da producéo de radicais livres. Esses podem ser obtidos de forma enddgena
e por nutrientes presentes na alimentacdo, como por exemplo a vitamina C e 0s
carotendides. Porém com a caréncia dessas substancias no organismo os radicais
livres acumulam e provocam diversos problemas (SOUSA et al., 2007). Dessa forma,
cada vez mais cresce 0 interesse por estudos nessa area, principalmente na
descoberta de novas fontes de antioxidantes.

Os antioxidantes podem ser classificados a partir de suas fontes em sintéticos
e derivados de fontes naturais (SILVA, 2021). O hidroxitolueno butilado (BHT) e o
hidroxianisol butilado (BHA) (Figura 1) sdo exemplos de antioxidantes sintéticos.
Estudos demonstraram que alguns antioxidantes sintéticos apresentaram efeitos
toxicos podendo trazer prejuizo a saude humana (SOUSA et al., 2007).

OH OH

BHT
o BHA

/

Figura 1: Estruturas quimicas do di-terc-butil metil fenol (BHT) e do Terc-butil-4-hidroxianisol (BHA)
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Os derivados de fontes naturais podem ser obtidos de extratos vegetais (SILVA,
2021). Sendo assim e em vista dos possiveis problemas que os antioxidantes podem
provocar, cresce o interesse em encontrar novos antioxidantes de fonte natural.

A Miconia albicans, pertencente a familia Melastomataceae, € conhecida
popularmente como Canela-de-velno (TOME et al., 2019). A espécie pode ser
encontrada em diversas regides do Brasil (MARTINS et al., 1996). Algumas das
atividades farmacolégicas ja relatadas foram: anti-inflamatéria, antimicrobiana,

antioxidante, analgésica, antidiabética entre outras (LOPES, 2022).
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2 EMBASAMENTO TEORICO

2.1 Miconia albicans

“‘Canela-de-velho”, "maria branca", “lacre-branco”, “folha-branca” ou
‘quaresma-falsa” sdo alguns dos nomes populares encontrados para a Miconia
albicans (Sw.) Steud (CARREIRA 2004; TOME et al., 2019). Esta planta pertence a
familia Melastomataceae que apresenta importancia devido a sua diversidade de
espécies, sendo o maior numero encontrado no género Miconia (MARTINS et al.,
1996).

A espécie é um arbusto com aproximadamente 2,5 metros de altura (Figuras 2
a 5), sendo caracteristica do cerrado e savanas, no entanto, pode ser encontrada em
varias regides do Brasil (MARTINS et al., 1996). Suas folhas (Figura 3) séo simples
com coloracao verde-escura, oblonga, com aproximadamente 5 cm (MARTINS et al.,
1996; TOME et al., 2019). Suas flores (Figura 4) sdo pentameras e brancas e o seu
fruto (Figura 5) € do tipo baga com cor variando de verde-jade a violeta, quando
maduro. No estudo de Tomé e colaboradores (2019), a época de floracdo observada
foi no inicio de agosto e a frutificacdo entre outubro e dezembro. Carreira (2004) em
seus estudos observou que a floracdo da M. albicans ocorria entre julho e setembro e
entre agosto e outubro, em areas diferentes e simultaneamente a floracdo, ocorria a
frutificacao.

O uso popular da M. albicans a partir da infusédo de suas folhas e/ou caule,
ocorre principalmente para tratar dores articulares como artrite, dores reumaticas e
tendinite (CANDIDO, 2018; BRASIL, 2019; HAMANN, 2020). Também ja foram
relatados outros usos como para tratar problemas gastricos e infec¢des geniturinarias
(LISBOA, 2017; LOPES, 2022).
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Figura 2: Foto do arbusto da Miconia albicans
Fonte: Mercadante M.
Disponivel em: <https://jbb.ibict.br/handle/1/957> acesso em: 29 de maio de 2023

Figura 3: Foto de folhas de Miconia albicans
Fonte

Figura 3 (a): Mercadante M. Disponivel em: <https://jbb.ibict.br/handle/1/957> acesso em: 29 de maio

de 2023
Figura 3 (b): Gerrit Davidse <https://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001078809#carousel>

acesso em: 02 de dezembro de 2023



https://jbb.ibict.br/handle/1/957
https://jbb.ibict.br/handle/1/957
https://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001078809#carousel
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Figura 4: Foto das flores de Miconia albicans
Fonte : Mercadante M.
Disponivel em: <https:/jbb.ibict.br/handle/1/957> acesso em: 29 de maio de 2023

Figura 5: Foto dos frutos de Miconia albicans
Fonte: Frutos atrativos de goias
Disponivel em: http://www.frutosatrativosdocerrado.bio.br/76-especies/30-frutos-pequenos/155-

pixirica-1 > acesso em: 29 de maio de 2023

2.2 Metabolitos secundarios

E importante destacar que os constituintes de uma planta variam de acordo
com aspectos ambientais como: solo, os nutrientes disponiveis, clima, regime de
ventos, regido onde a planta foi coletada, entre outros fatores (SILVA et al., 2021).

Flavonoides, taninos, acido oleandlico, acido ursélico e triterpenos, sdo alguns
dos metabdlitos secundarios encontrados na Miconia albicans. No Quadro 1 estao
descritas as principais classes de metabdlitos secundarios encontradas em diferentes

partes da planta. Tomé e colaboradores (2019) realizaram uma triagem fitoquimica de


https://jbb.ibict.br/handle/1/957
http://www.frutosatrativosdocerrado.bio.br/76-especies/30-frutos-pequenos/155-pixirica-1
http://www.frutosatrativosdocerrado.bio.br/76-especies/30-frutos-pequenos/155-pixirica-1
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extratos da Miconia albicans que revelou a presenca de cumarinas, triterpenos,

taninos, heterosideos cardioténicos, flavonoidicos e saponinicos.

Quadro 1: Classes de metabodlitos secundarios encontradas em extratos da M. albicans.

Parte da planta

Extrato

Metabélitos secundarios

Referéncia

Folhas

Etandlico

Cumarinas
Heterosideos de Flavonoides
Taninos
Saponinas triterpénicas

Heterosideos cardiotonicos

TOME et al., 2019

Folhas

Etandlico

Saponinas
Acidos organicos
AcUcares redutores
Fenois
Taninos
Flavonoides
Depsideos e depsidonas

Alcaloides

COUTINHO et al., 2020

Folhas

Etandlico

Esterdides Triterpendides
Flavonoides
Saponinas
Taninos
Alcaloides

Cumarinas

ALVES, 2016

Nos estudos de Hamann e colaboradores (2020) foram identificadas as

presencas de nove compostos fenélicos em extratos da M. albicans, entre eles o acido

galico.

Os triterpenos pentaciclicos acido oleandlico e &acido ursélico, que possuem
atividade antioxidante, também foram isolados da planta (VASCONCELOS, 2006).
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Os compostos fendlicos de plantas sdo substancias que possuem em suas
estruturas quimicas ao menos um anel aromatico com pelo menos um hidrogénio
substituido por uma hidroxila (MONTEIRO, 2017).

Compostos fendlicos apresentam potencial antioxidante, que vém ganhando
destaque, por inibir a peroxidacao lipidica e a lipoxigenase (NIJVELDT et al., 2001).
Demonstraram capacidade redutora e, devido a presenca de anel aroméatico, os
produtos formados sao estabilizados através de ressonancia com o anel, constituindo
fatores que colaboram para sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Os extratos de M. albicans se mostraram ricos em compostos fendlicos,
principalmente flavonoides. A seguir sdo mostradas as estruturas quimicas do &cido
fendlico e de flavonoides isolados de M. albicans (PIERONI et al., 2011; LIMA et al.,
2018).

OH
OH Ho o
OH
OH o
Fenol Quercetina Quercetina-3-0-glicosideo
OH OH
OH
HO
HO OH
o OH OH O WOH
(o) (o)
OH O
Rutina HI-(I);:,C (0] o * OH
OH OH

HO Miricetina-3-o-L-ramnopiranosideo
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OH
OH

OH O )
OH

[o) ",
o "o “IOH

OH OH

Kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosideo

Quercetina-3-O-(2"-galoil)-o-L-raminopiranosideo
OH
HO

HO

1-O-(E)-cafeoil-4,6-di-O-galoil-o-D-glicopiranosideo

Além de compostos fendlicos foram isolados da M. albicans os triterpendides

cujas estruturas quimicas sao ilustradas a seguir (PIERONI et al., 2011; LIMA et al.,

2018).

////, ",
B

Acido epi-betulinico o—Amirina

N
N
N
S
<
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/
///,,,,,

Acido ursolico

$
$
<

Acido epi-ursélico

HO 3-(E)-p-Cumaroil-a-amirina

2.3 Atividades farmacologicas

Estudos realizados demonstram que a Miconia albicans possui importantes
propriedades. Lopes (2022) realizou uma revisdo bibliografica sobre as atividades
farmacologicas da M. albicans, mostrando que a espécie possui efeito anti-
inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, ansiolitica, anticonvulsivante, analgésica,

antidiabética e propriedades antiofidicas.

Diversos pesquisadores ja avaliaram a capacidade antioxidante da Miconia
albicans. Pieroni e colaboradores (2011) estudaram os efeitos do extrato metandlico
das folhas, a fracdo n-butandlica e dos compostos isolados dos extratos, quercetina-
3-0 glucosideo, rutina e quercetina, frente aos radicais dicloreto de 2,2-Azobis(2-
metilpropionamidina) (AAPH) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). O extrato
metanolico, a fracdo e os compostos isolados apresentaram capacidade significativa
de sequestro dos radicais livres.

Lima e colaboradores (2020), avaliaram as atividades antioxidante in vitro e

anti-inflamatéria in vivo do extrato etandlico das folhas de Miconia albicans, sendo que
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0s constituintes quimicos principais do extrato foram a rutina e a quercetina. No estudo
foi observado que o extrato apresentou atividade antioxidante e anti-inflamatoria
significativa e também que em partes a atividade apresentava uma correlagdo com a
presenca dos metabdlitos rutina e quercetina.

Vasconcelos e colaboradores (2006) avaliaram a atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva in vivo, dos acidos ursolico e oleandlico, que foram os metabdlitos
predominantes, isolados do extrato diclorometanico das partes aéreas da Miconia
albicans. E observaram bons resultados relacionados a atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva quando os compostos foram administrados individualmente.

Lima e colaboradores (2018) demonstraram a capacidade do extrato acetato
etilico das folhas de Miconia albicans em inibir a proteina tirosina fosfatase 1B
(PTP1B), demonstrando a atividade antidiabética. Estes autores apontaram as
presencas no extrato ativo de cinco flavonoides e oito triterpendides que poderiam ser
0s responsaveis pela atividade apresentada.

No Quadro 2 € mostrado um resumo das atividades ja estudadas, os possiveis
metabolitos responsaveis pelas atividades, bem como a parte da Miconia albicans e o

extrato usados.
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Quadro 2: Metabdlitos secundarios e atividades farmacoldgicas apresentadas para Miconia albicans

Atividade Parte da Extrato Metabolito/ Referéncia
planta Fracao
Acido ursélico
Partes Cloreto de Acid VASCONCELOS
Acido
Ani aéreas metileno _ et al, 2006
nti- oleandlico
inflamatoria
Rutina
Folhas Etandlico _ LIMA et al, 2020
Quercetina
Acido ursélico
S _ Partes Cloreto de ) VASCONCELOS
Antinociceptiva ] _ Acido
aéreas metileno _ et al, 2006
oleandlico
n-butandlica
Quercetina-3-
N PIERONI et al,
Folhas Metandlico O glucosideo,
. (2020)
Antioxidante Rutina
Quercetina
. Rutina
Folhas Etandlico . LIMA et al, 2020
Quercetina
- Partes . Acidos CELOTTO et al,
Antimicrobiana ] Etanolico o
aéreas triterpénicos 2003
. ' Acetato de Flavonoide
Antidiabética Folhas . . . LIMA et al, 2018
etila Triterpenoides
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3 JUSTIFICATIVA

O presente trabalho se justifica pela necessidade de novos antioxidantes de
fonte naturais, em vista dos possiveis efeitos prejudiciais que os sintéticos podem
provocar. Estudos com espécies vegetais contribuem para o desenvolvimento de
novas terapias. A Miconia albicans é uma espécie promissora por possuir ampla
distribuicdo no Brasil, o que permitiria facil acesso, além de apresentar diversas
propriedades farmacologicas benéficas ja relatadas. Os constituintes quimicos

identificados ou isolados da M. albicans justificam seu potencial antioxidante.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Obter os perfis cromatograficos e avaliar a atividade antioxidante dos extratos
das partes aéreas da Miconia albicans em diferentes métodos.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Obter os perfis cromatograficos dos extratos etandlico e aquoso da Miconia
albicans por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo
diodo (CLAE-DAD).

4.2.2 Analisar o teor de compostos fendlicos nos extratos.

4.2.3 Avaliar in vitro a atividade antioxidante dos extratos de Miconia albicans, pelos
meétodos de captura dos radicais DPPH e ABTS .
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5 METODOLOGIA

5.1 Coleta da espécie vegetal

As partes areas de Miconia albicans (Sw.) Steud, foram coletadas no municipio
de Mariana, MG, em novembro de 2019. Uma exsicata foi preparada e depositada no
herbario da Universidade Federal de Ouro Preto, para a identificacdo botanica da
espécie vegetal coletada. O acesso ao patrimdnio genético foi cadastrado no
SISGEN/Ministério do Meio Ambiente, Cadastro n® A034C7F.

5.2 Preparo dos extratos

As partes aéreas do material vegetal foram submetidas a secagem em estufa
com circulacéo de ar, sem que a temperatura ultrapasse 40° C, resultando em 4,00 kg
de planta seca. Posteriormente foram pulverizadas em moinho de facas e extraidas
exaustivamente por percolacdo (Figura 6- A) com etanol e agua. A planta seca
pulverizada (2,00 kg) foi extraida, por percolacao, com etanol PA até o esgotamento
do material vegetal. Para o extrato aquoso, 100,00 g do material vegetal foram
extraidos com 1,35 L de agua deionizada, aquecida a 40°C. Os solventes extratores
foram eliminados em evaporador rotatério (Figura 6- B). Os extratos foram mantidos
em estufa com circulacdo de ar até pesos constantes, entdo os extratos etandlico e

aquoso secos foram rotulados e armazenados em geladeira.

A B

Figura 6: (A) Foto do processo de percolagdo do material vegetal com 4gua ; (B) Foto da retirada do
solvente por rotaevaporagéo sob pressao reduzida a 40° C.
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5.3 Preparo das Solucdes

5.3.1 Solucado de DPPH

A solucéo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0,38 mM foi preparada no dia do
experimento. Em balanc¢a analitica pesou-se 7,50 mg de DPPH que foram transferidos
para baldo volumétrico de 50,00 mL, o metanol foi adicionado para diluir e aferir o
volume, posteriormente, a solucéo foi protegida da luz, mantida em geladeira e em

banho de gelo até a sua utilizacdo

5.3.2 Solucao dos extratos para o teste do DPPH

Em balanca analitica pesou-se 5,00 mg dos extratos etandlico e aquoso de M.
albicans que foram transferidos para baldes volumétricos de 50,00 mL, o metanol e a
agua foram usados, respectivamente, para solubilizar os extratos etandlico e aquoso
e aferir os volumes, obtendo-se solugdes finais com concentracdo de 100,00 pg/mL.
Essas solucdes foram usadas para preparar diluicbes nas concentracdes de 10,00;
20,00; 30,00; 40,00 e 50,00 pg/mL.

5.3.3 Solucao de quercetina para o DPPH

Em baldo volumétrico de 10,00 mL adicionou-se 10,00 mg de quercetina, o
metanol foi adicionado para solubilizar a quercetina e aferir o volume. A partir dessa
solucéo foram preparadas diluicdes nas concentracdes de 0,50; 1,00; 5,00; 10,00 e
20,00 pg/mL.

5.3.4 Solucao de trolox para o teste do DPPH

Para um bal&do volumétrico de 10,00 mL transferiu-se 1mg de trolox, o metanol
foi adicionado para solubilizar o trolox e aferir o volume. A partir dessa solugéo foram
preparadas diluicées de 1,00; 5,00; 10,00; 15,00 e 20,00 pg/mL.



25

5.3.5 Solucéo estoque de ABTS 7mM

Em balanca analitica pesou-se 96,00 mg do acido 2,2’-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) que foram transferidos para baldo volumétrico
de 25,00 mL, a &gua destilada foi usada para solubilizar e aferir o volume. Essa
solucao foi armazenada sob refrigeragéo e protegida da luz.

5.3.6 Solucao de persulfato 140mM

Em balanca analitica pesou-se 75,68 mg de persulfato de potassio que foram
transferidos para baldo volumétrico de 2,00 mL, a dgua destilada foi usada para
solubilizar o persulfato de potassio e aferir o volume do baldo volumétrico. Essa

solucéo foi armazenada sob refrigeracéo e protegida da luz.

5.3.7 Preparo do radical ABTS**

Em um béquer coberto com papel aluminio, foram adicionados 88,00 uL da
solucéo de persulfato 140 mM e 5,00 mL da solucéo estoque de ABTS. Essa solucéo
foi incubada a temperatura ambiente, ao abrigo da luz por, no minimo, 16 horas. Apos
o tempo de incubacao foi adicionado etanol P.A. até que a absorbancia estivesse na

faixa de 0,70 £+ 0,05 nm no comprimento de onda de 734 nm.

5.3.8 Solucao de trolox para o teste do ABTS

No dia do experimento e ao abrigo da luz foi preparada a solucao de trolox.
Para isso, em balanca analitica pesou-se 25,00 mg de trolox, que foram transferidos
para baldo volumétrico de 50,00 mL. O etanol foi adicionado para solubilizar o trolox
e aferir o volume do baldo volumétrico. A partir dessa solucdo foram preparadas
diluicdes nas concentracfes de 0,10; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,00 mM.
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5.3.9 Solucao de 4cido galico para a determinacéo do contetdo fendlico

Em balanca analitica pesou-se 0,50 mg de &cido gélico, que foi transferido para
bal&o volumétrico de 10,00 mL. O metanol foi adicionado para solubilizar o acido galico
e aferir o volume. A partir dessa solucdo foram preparadas diluicbes nas
concentragdes de 10,00; 20,00; 30,00 e 40,00 pg/mL.

5.3.10 Solucao de carbonato de sédio a 10%

Em balanca analitica pesou-se 2,50 g de carbonato de sddio que foram
transferidos para baldo volumétrico de 25,00 mL. A agua destilada foi adicionada para

solubilizar o carbonato de sédio e aferir o volume do balado.

5.3.11 Solucdes dos extratos para a determinagéo do conteudo fendlico

Em balanca analitica foi pesado 1,00 mg de cada extrato, estes foram
transferidos para baldes volumétricos de 10,00 mL. O metanol foi adicionado para
solubilizar o extrato etandlico e aferir o volume do baldo e a agua destilada foi

adicionada para solubilizar o extrato aquoso e aferir o volume do baléo.

5.3.12 Solucéo do extrato para o teste do ABTS

Em balanca analitica pesou-se 1,00 mg de cada extrato, estes foram
transferidos para baldo volumétrico de 10,00 mL. Metanol e agua foram adicionados,
respectivamente, para solubilizar os extratos e aferir o volume. A partir dessas
solucdes foram preparadas diluicdes nas concentracdes de: 5,00; 10,00; 20,00; 30,00;
40,00; 60,00; 70,00 e 80,00 pg/mL.

5.4 Obtencéao dos perfis cromatograficos

Os perfis cromatogréficos (impressées digitais) dos extratos etandélico e aquoso
foram obtidos por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE). Para tal foi usado
cromatografo da Water Aliance, acoplado a detector de arranjo diodos (DAD) modelo

Waters 2996, do Laboratério Multiusuario 1 do Programa de PoOs-Graduacdo em
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Ciéncias Farmacéuticas da UFOP (PPG CiPharma/UFOP). A coluna cromatografica
usada foi do modelo Shimadzu Shim-pack GIST, C18, com dimensdes de 4,6 x 250
nm.

As solucdes dos extratos foram preparadas a 1%, diluidas em metanol grau
HPLC e filtradas em filtro de seringa de 0,20 um. As condi¢des estabelecidas para a
analise dos extratos etandlico e aquoso foram as mesmas: fluxo de 1,00ml/min,
temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo de 20,00 uL. O método usado foi
gradiente linear usando como eluentes misturas das fases moveis A e B: (A) agua
acidificada com &cido acético glacial 1%, pH 3,3, e (B) metanol acidificado com acido
acético glacial 1%, pH 3,2. Os cromatogramas foram obtidos na faixa de comprimento
de onda de 250 a 280 nm.

Tabela 1: Condi¢des para obtencdo dos perfis cromatograficos dos extratos aquoso e
etandlico de Miconia albicans

Tempo (minutos) A (%) B (%)
| | T |

0,01 100 0

5,00 70 30
10,00 50 40
15,00 30 70
17,00 0 100
20,00 100 0

25,00 100 0

A: 4gua acidificada com &cido acético glacial 1% pH 3,3. B: metanol acidificado com &cido acético
glacial 1% pH 3,2.



28

5.5 Avaliagdo do conteudo fendlico dos extratos

A avaliacdo do contetdo fendlico dos extratos etandlico e aquoso das partes
aéreas de Miconia albicans (Sw.) Triana foi realizada pelo método descrito por Swain
e Hillis (1959), com adaptacoes, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu.

A tubos de ensaio foram adicionados 500,00 pL das solugdes dos extratos e
500,00 pL do reagente de Folin-Ciocalteu. Os tubos foram homogeneizados em vortex
e deixados em repouso por 3 minutos. Apés, foram adicionados 500,00 pL da solucéo
de carbonato de sddio a 10% e o material foi incubado ao abrigo da luz por 1 hora. O
espectrofotobmetro foi zerado com metanol para o extrato etandlico e com agua
destilada para o extrato aquoso. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 760 nm.

O padréao de referéncia utilizado foi o acido galico. Para obter a curva de
calibracédo, foram executados os mesmos procedimentos realizados com as solucoes
dos extratos. Porém foram usadas solucdes de acido galico nas concentragcbes de
10,00; 20,00; 30,00; 40,00 e 50,00 pg/mL. O espectrofotbmetro foi zerado com
metanol. O conteudo fendlico foi expresso em mg de acido géalico por grama de extrato

e todos os testes foram realizados em triplicata.

< 500 pL: carbonato de sodio

10%

500 pL: extratos ou Acido QAliCo ———p- 3 minutos R
500 pL: reagente de Folin-Ciocaltey = '

Incubado ao abrigo da luz
. por 1 hora
Leituras

760 nm

Esquema 1: Metodologia para o ensaio do contetido fendlico

5.6 Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos etandlico e aquoso

5.6.1 Avaliacado da atividade antioxidante usando DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método de captura do radical

livre DPPH foi realizada pelo método descrito por Singh e colaboradores (2002), com
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adaptacfes. O método é baseado na descolora¢cdo do radical DPPH que apresenta
coloracdo violeta e quando capturado sofre descoloracdo, apresentando cor
amarelada. Os extratos etandlico e aquoso foram diluidos em metanol ou agua
destilada, respectivamente, até se obter as concentra¢cdes de 10,00; 20,00; 30,00;
40,00; 50,00 e 100,00 pg/mL. Como controles positivos foram usados os antioxidantes
padrdes quercetina e trolox, nas concentragbes de 0,50; 1,00; 5,00; 10,00 e 20,00
Mg/mL para a quercetina e de 1,00; 5,00; 10,00; 15,00 e 20,00 pg/mL para o trolox .

Em tubos de ensaio foram adicionados 750 pL das solu¢des dos extratos,
guercetina e trolox e 1,50 mL da solugdo de DPPH. Os tubos foram incubados em
estufa a 32°C por 30 minutos. Um controle foi preparado com 750 pL das solucdes
dos extratos, das solucdes de quercetina ou das solucdes de trolox e 1,50 mL de
metanol. O branco foi preparado com 750 pL de metanol e 1,50 mL da solucao de
DPPH. O branco e o controle foram incubados em estufa a 32°C por 30 minutos. Apos
o periodo de incubacédo, as absorbancias de todas as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. As analises foram realizadas
em triplicata.

A atividade de retirada de radical (ARR) foi expressa em porcentagem de
inibicdo, sendo calculada a partir da equacéo:

% ARR = 1- (Abs. amostra — Abs. branco / Abs. controle positivo) x 100

Onde Abs. = absorbancia

AMOSTRA CONTROLE BRANCO
750 uL:_ extratos, p 750 uL:. extratos, «— 750 pL: Metanol
quercetina ou trolox quercetina ou trolox
<— 1,5mL: DPPH <— 1,5 mL: Metanol <+— 1,5mL: DPPH

Esquema 2: Metodologia para o ensaio de captura do radical DPPH

5.6.2 Determinacédo da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS.

A avaliacdo da atividade antioxidante baseada na captura do radical ABTS*,
foi realizada seguindo o método descrito por Ferraz Filha e colaboradores (2017). As
solucdes dos extratos foram preparadas nas concentraces de 5,00; 10,00; 20,00;
30,00; 40,00; 60,00; 70,00; 80,00 e 100,00 pg/mL. A tubos de ensaio protegidos da

luz foram adicionados 30,00 pL das solugcbes dos extratos e 3,00 mL do radical
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ABTS**. Os tubos foram homogeneizados em vortex e incubados, a temperatura
ambiente e no escuro, por 6 minutos. As leituras das absorbancias foram realizadas a
734 nm em espectrofotbmetro, previamente zerado com etanol.

Como antioxidante padréo utilizou-se o trolox. A capacidade antioxidante total
foi determinada com base na atividade do trolox, por meio da construcédo de curva
padrdo. Para isso foram preparadas soluc¢des de trolox nas concentragdes de 100,00;
500,00; 1000,00; 1500,00 e 2000,00 uM, que foram submetidas as mesmas condi¢cdes
das amostras. Os testes foram realizados em triplicata. Para a constru¢do da curva
foram plotados no eixo X as concentragdes de trolox e no eixo Y as absorbancias
correspondentes.

Os resultados obtidos foram expressos em termo de Atividade Antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC), ou seja, a concentracdo de trolox que equivale a
1000,00 pg/mL do extrato. Para isso foi determinada a curva padrao dos extratos e
calculado o valor Y (que corresponde a absorbancia) na concentracédo de 1000,00
pg/mL dos extratos. O valor encontrado para Y foi substituido na equacéo da reta do

trolox, sendo assim, encontrou-se o valor de X correspondente ao TEAC.

a Temperatura
30 pL: Extratos e trolox —=p- < =
! _ e b? @l—> ambiente ___, Leituras Construgao
3 mL: Radical ABTS"* w=p- oY Escuro 734 nm da curva
N 6 minutos

Esquema 3: Metodologia para o ensaio de captura do radical ABTS**.

5.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos passaram por andlises estatisticas
realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.0, seguida de pos-testes
adequados. O intervalo de confianca adotado sera de 95%, sendo considerada

diferencas significativas quando o valor de P for menor que 0,05 (P<0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Rendimento dos extratos

A partir de 100,00 g da parte aérea (folhas e ramos) de Miconia albicans seca
e pulverizada foram obtidos 13,20 g do extrato aquoso seco (EAMA) Figura 7- 2,
resultando em 13,27% de rendimento. A extracdo com etanol a partir de 2.000,00 g
de planta seca resultou em 167,51 g extrato etandlico seco (EEMA; 8,38% de
rendimento) Figura 7- 1.

Figura 7: (1) Foto do extrato etandlico e (2) Foto do extrato aquoso

6.2 Perfis cromatograficos dos extratos

Os cromatogramas dos extratos etandlico e aquoso foram obtidos no
comprimento de onda 265 nm. Nas Figuras 8 e 9 é possivel observar os perfis
cromatograficos dos extratos etandlico e aquoso respectivamente, assim como 0s

espectros no UV dos picos principais.

O extrato etandlico apresentou trés picos principais (Figura 8). Quando o
espectro no UV de EEMA foi comparado com dados dos espectros no UV extraidos
de cromatogramas de extratos de Miconia albicans por CLAE-DAD, registrados na
literatura, foram observadas semelhancas com o espectro no UV do acido elagico
(pico 3), Amax 254 e 368 nm (Serafim, 2021). O que pode sugerir a presenca deste

metabdlito secundario no extrato obtido neste trabalho.
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O Acido elagico

O cromatograma do extrato aquoso apresentou dois picos principais (Figura 9).
N&o foi possivel identificar possiveis componentes quimicos pela comparacdo dos
espectros no UV extraidos dos picos 1 e 2 do cromatograma de EAMA com dados
registrados na literatura.

] 2
0.30 3
5 0.201
< ] 1
0.10]
0.00
L L L L L L L I E N B N
200 400 600 800 10.00 1200 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00
Minutes
15067
I Pico 3
2 DF'EI‘I

0.104

Figura 8: Perfil cromatogréafico do extrato etanélico de Miconia albicans extraido a 265 nm e espectro
no ultravioleta (250-280 nm)
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Figura 9: Perfil cromatogréafico do extrato aquoso de Miconia albicans extraido a 265 nm e espectro
no ultravioleta (250-280 nm)

Na Figura 10 esta a sobreposicao dos perfis cromatograficos dos dois extratos.
Sendo possivel observar que os picos 1 e 2 foram sobrepostos. O pico 1 foi mais
intenso no extrato aquoso, enquanto o pico 2 foi mais intenso no extrato etandlico.

A fase estacionaria usada na cromatografia apresenta carater apolar, dessa
forma os constituintes mais polares seréo eluidos primeiro. A substancia do pico 1 nédo
apresentou afinidade pela fase estacionaria apresentando um tempo de retencgao
baixo, o que indica ser uma substancia com carater polar, sendo assim justifica o pico
do extrato aquoso ser mais intenso que no extrato etandlico, ou seja, por se tratar de
uma substancia mais polar é melhor extraida na agua do que no etanol.

No pico 2 a substancia apresentou mais afinidade com a fase estacionaria,
apresentando tempo retencdo maior quando comparado com do pico 1, isso indica
ser uma substancia com polaridade intermediaria, sendo assim foi melhor extraida no
etanol que na agua, podendo ser observado no cromatograma que o pico do extrato

etandlico foi mais intenso que do extrato aquoso.
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Figura 10: Sobreposicéo dos perfis cromatograficos do extrato aquoso (azul) e do extrato etandlico
(preto) de Miconia albicans obtidos por CLAE e extraidos a 265 nm

6.3 Avaliacdo do conteudo fendlico com o reagente de Folin-Ciocalteu

Na Figura 11 sdo mostradas as coloracdes das diferentes concentracdes das
solucbes de acido galico e, na Figura 12, a curva padrdo obtida a partir das
absorbancias (eixo y) e concentracdes do acido (eixo x).

Figura 11: Foto dos tubos de ensaio contendo as solu¢bes de acido galico em diferentes
concentragdes: Tubo 1: 50,00 pg/mL, Tubo 2: 40,00 pg/mL, Tubo 3: 30,00 pg/mL, Tubo 4: 20,00
pg/mL e Tubo 5: 10,00 pg/mL
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Figura 12: Curva analitica padrédo do acido galico

A partir da curva foi gerada a equacéo da reta (y= 0,0171x+0,086), que foi
utilizada para calcular o teor de conteudo fenélico em miligrama (mg) de acido galico
por grama (g) de extrato. Para isso, substituiu-se o valor de y pelas absorbancias dos
extratos, e foi obtido o valor de x correspondente ao valor em mg de equivalente de
acido galico/ g de extrato (Tabela 2).

Ja foram descritos diversos compostos fendlicos para a Miconia albicans,
sendo os flavonoides quercetina e rutina os principais ja relatados (PIERONI et al.,
2011; LIMA et al., 2018).

Na Tabela 2 estédo os valores de conteudo fendlico encontrado para o extrato
etandlico e aquoso. O extrato etandlico foi o que apresentou maior contetudo fendlico
no valor de 42,19 + 2,92 mg de &cido galico/extrato, obtendo valores razoaveis.

Pieroni e colaboradores (2011) avaliaram os teores de fendlicos no extrato
metanolico de Miconia albicans, pelo método de Folin-Ciocalteu e obteve resultados
significativos de 70,04 + 0,12 mg de &cido galico/g extrato seco.

A diferenca entre os dados encontrados na literatura e os obtidos nos estudos,
pode ser decorrente a mudancas como regido da coleta, solo, época do ano da coleta
entre outros que certamente influenciam o tipo e teor dos constituintes presentes na

planta.
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Tabela 2: Conteudo fendlico dos extratos etandlico (EEMA) e aquoso (EAMA) das partes aéreas de
Miconia albicans

Extrato Conteudo fendlico total
(mg de equivalente de acido galico/ g de extrato)

EEMA 42,19 + 2,9277

EAMA 4,12 + 0,8045

6.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos etandlico e aquoso

6.4.1 Avaliacao da atividade antioxidante usando DPPH

O método para avaliar a atividade antioxidante usando o DPPH determina a
capacidade que uma substéncia tem de transferir elétrons para o radical livre (DPPH").
Sendo assim, quanto maior o numero de hidroxilas estiverem presentes na estrutura
guimica da substancia maior sera sua propriedade antioxidante, principalmente se as
hidroxilas estiverem ligadas a anel aromatico e em posicéo orto (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006). Quando o radical DPPH" sofre reducéo ou é reduzido reduz ele passa da
coloracéo purpura para amarelo. Como é possivel observar na Figura 13, a solucéo
do extrato etandlico a 100 pg/mL promoveu maior descoloracdo do radical DPPH,
sendo que nas outras concentracfes do extrato etandlico, como também nas outras

solucdes (extrato aquoso, quercetina e trolox) a descoloracéo foi menor (Figura 14).
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Figura 13: Foto da (A) Solucdo do extrato etanélico a 100 pg/mL, antes de incubar em estufa a 32°C
por 30 minutos. (B) Depois de incubar em estufa a 32°C por 30 minutos.

J A

e

Figura 14: Da esquerda para a direita sdo apresentadas solu¢des do extrato etanolico nas
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL.

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos foi realizada por meio da
porcentagem de descoloracdo e pela concentracdo necessaria para reduzir 50 % do
radical (CEsp). Para o calculo da porcentagem de descoloragéo foi usada a equacao
descrita no item 5.6.1, obtendo-se os valores apresentados na Tabela 3. Ja os dados
de CEso estado representados na Tabela 4.

O extrato etandlico foi o que apresentou a maior porcentagem de descoloracao,
assim como o maior valor de CEso. Pieroni e colaboradores (2020) obtiveram em seu
trabalho o resultado para CEso, do extrato metandlico de folhas de Miconia albicans
de 49,45 pg/mL, valor proximo ao encontrado no presente trabalho para o extrato

etandlico.
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Tabela 3: Atividade antioxidante dos extratos etandlico (EEMA) e aquoso (EAMA) de Miconia
albicans pelo método de captura do radical DPPH

Solucgéao Concentracao %descoloracao
(Hg/Mi)
EEMA 100 97,03%
EAMA 100 70,79%
Quercetina 20 86,35%
Trolox 20 76,79%

Tabela 4: Valores da concentragao dos extratos etandlico (EEMA) e aquoso (EAMA) de Miconia
albicans, quercetina e trolox em pg/mL que reduz 50% do radical livre (CEg,) DPPH

CEso (g/mL)
Solucéao (intervalo de confianca - 95%)
42,34
EEMA
(40.06 - 44.83)
76,20
EAMA
(74,39 -78,06)
: 5,93
Quercetina
(4,399 - 7,289)
6,27
Trolox

(5,518 - 7,031)

6.4.2 Determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical ABTS.

O teste do ABTS é um dos mais empregados para avaliar a atividade
antioxidante, pois € possivel ser aplicado tanto para substancias lipossollveis como
para hidrossoluveis (VASCONCELOS et al, 2007). Na Figura 15 esta representada a

curva padrao obtida para o trolox, sendo que a equacao da reta determinada foi y = -
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0,2759x + 0,6274. Nessa equacdao foi substituido o valor de y correspondente a 1000
pHg/mL, encontrado a partir das equacdes da reta dos extratos, e encontrado o valor
de x correspondente a concentracdo de trolox equivalente a 1000 ug/mL do extrato,
ou seja, Atividade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC). Portanto, quanto maior
o valor do TEAC melhor serd o desempenho antioxidante do extrato.

Os valores encontrados para cada extrato estdo representados na Tabela 5,
sendo que o extrato etandlico apresentou resultados mais significativos de TEAC,

guando comparado com o extrato aquoso.

. v =-0,2759x +0,6274
03 O R =0,989

01 \\©

0 0,5 1 15 2 2,5

Concentracdo de Trolox mM

Absorbancia

Figura 15: Curva padrédo de trolox e equagéo da reta

Tabela 5: Valores de TEAC para os extratos etandélico (EEMA) e aquoso (EAMA) das partes aéreas
de Miconia albicans

Extrato TEAC + EPM
(mM)
EEMA 2,87 +0,7774

EAMA 0,79 +0,1951
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o extrato etandlico de
Miconia albicans, mostrou atividade antioxidante nos testes do DPPH e ABTS e
apresentou quantidades razoaveis de contetdo fendlico (42,19 mg de equivalente de
acido gélico/ g de extrato). Os compostos fendlicos sdo considerados como sendo 0s
componentes responsaveis pelo efeito antioxidante do extrato etandlico. Em
contrapartida, o extrato aquoso apresentou baixo teor de compostos fendlicos o que
pode justificar o seu baixo efeito antioxidante. O extrato etandlico da Miconia albicans

€ uma promissora fonte de novos antioxidantes de origem natural.
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