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Resumo

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando sua importancia sobre a
salide humana. O experimento consistiu em avaliar 0s potenciais antioxidantes, in vitro, dos extratos de Psidium
guajava L. var. pyrifera e Psidium guajava L. var. pomifera além de quantificar fendis e flavonoides presentes nos
extratos. Nos testes de avaliacdo da captura do radical livre DPPH, foi observada uma melhor atividade
antioxidante no EHFPG var. pomifera que deve esta relacionada ao elevado indice de flavonoides e compostos
fenolicos. Para o teste de TBARs com fosfolipidio de ovo, os extratos reduziram os niveis basais no processo de
peroxidacdo lipidica, e quando induzidos por Fe** o EEFPG mostrou-se mais eficiente. Através destes ensaios
pode-se verificar que os extratos das folhas das espécies P. guajava L. e P. guajava L.var pomifera apresentou uma
atividade antioxidante, porém nao relacionada com substancias fendlicas. Os extratos também ndo apresentaram
potencial citoprotetor contra o sulfato de ferro Il.
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PHENOL COMPOSITION AND EVALUATION OF THE CYTOPROTECTIVE
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF EXTRACTS OF PSIDIUM GUAJAVA L.
VAR. PYRIFERA AND PSIDIUM GUAJAVA L. VAR. POMIFERA

Abstract

The antioxidant activity evaluation has been an important issue considering its importance to human health. The
experiment was to evaluate the antioxidant potential in vitro, extracts of Psidium guajava L. var. pyrifera and
Psidium guajava L. var. pomifera also quantify phenols and flavonoids present in the extracts. In tests of capturing
the free radical DPPH was observed a better antioxidant activity in EHFPG var. that is related to the high level of
flavonoids and phenolic compounds. To test TBARs with phospholipid egg extracts reduced the basal levels in the
process of lipid peroxidation, and when induced by the Fe2 + EEFPG was more efficient. Through these tests can
be seen that the extracts from the leaves of P. guajava L. species and P. guajava L.var pomifera showed
antioxidant activity, but not related to phenolic substances. The extracts also showed no potential cytoprotective
against the iron II.
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Introducéo

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que reagem com os radicais livres e, assim, limitam os seus
efeitos adversos sobre o corpo (BORGUINI; TORRES, 2009). A avaliacéo da atividade antioxidante tem sido uma
questdo importante considerando sua importancia sobre a salde humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de
plantas na forma de sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais que apresentam baixo risco
podendo ser utilizado no auxilio do tratamento de varias doencas (SILVA et al., 2005).

Plantas que apresentam atividade antioxidante sdo de grande interesse visto que a presenca de radicais livres
estd associada a diversos fatores como mutacdo do DNA, oxidacdo de proteinas e peroxidacdo lipidica que
contribuem para o desenvolvimento de cancer, diabetes, aterosclerose, processos inflamatérios e envelhecimento.
Deste modo, nos Gltimos anos tem crescido o interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes
atividades bioldgicas (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

O malondialdeido (MDA) foi o foco de atengdo da peroxidacgdo lipidica durante muitos anos, pelo fato de
poder ser medido livre, utilizando-se o A&cido tiobarbitirico (TBA). O MDA reage com TBA (&cido 2-
tiobarbitdrico) e forma um cromégeno de cor rosa fluorescente, cuja absorgdo ocorre em A de 532 nm e
fluorescéncia em 553 nm (THEROND et al 2000).

Plantas medicinais possuem diversos compostos quimicos com potencial antioxidante. Dentre as classes com
essa propriedade, os compostos fendlicos tém recebido muita atencéo, sobretudo por apresentarem comprovada
atividade de inibig&o da peroxidagdo lipidica e da lipoxigenase in vitro (SOUSA et al., 2007; SUN et al., 2012).

Psidium guajava L., popularmente conhecida como goiaba, pertence a familia Myrtaceae, nativa da América
tropical, com grande adaptacéo e producdo em diferentes locais do mundo (YAMAMOTO et al., 2010). O ché das
folhas e comumente usado no tratamento de diarreias, inflamacdes da boca e da garganta ou em lavagens locais de
ulceras e na leucorréia (QIAN; NIHORIMBERE, 2004). E uma das espécies mais estudadas da familia Myrtaceae.
Existem dois tipos mais comuns da fruta, a vermelha (P. guajava var. pomifera) e a branca (P. guajava var.
pyrifera) (IHA et al, 2008).

Segundo lha et al. (2008) o extrato etanélico das folhas de Psidium guajava apresenta flavonoides e taninos.
Esse dado corrobora com o estudo de Silva et al. (2013) que detectaram no extrato hidroetandlico das folhas de P.
guajava flavonoides e taninos como também saponinas, alcaloides e cumarinas.

Este trabalho teve como objetivo verificar os potenciais antioxidantes, in vitro, de extratos de P guajava var.
pomifera e var. pyrifera através dos métodos de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e TBARS (Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitdrico), e quantificar fenois e flavonoides presentes nos extratos.

Materiais e Métodos

Material Vegetal

As folhas de Psidium guajava L. var. pyrifera (goiaba branca) foram coletadas no Sitio Figueiredo, na
cidade de Juazeiro do Norte, Ceara. As folhas de Psidium guajava L. var. pomifera (goiaba vermelha) foram
coletadas no horto de plantas medicinais da Universidade Regional do Cariri - URCA, no municipio de Crato,
Ceara.

Preparacédo do Extrato

O extrato foi preparado por imersdo 3929 de folhas frescas de P. guajava L. var. pyrifera em etanol durante
72 horas a temperatura ambiente e 4829 de folhas frescas de P. guajava L. var. pomifera submersas em etanol e
agua (1:1) durante 72 horas a temperatura ambiente. As solugdes foram filtradas e concentradas utilizando um
evaporador rotativo de vacuo (modelo Q-344B-Quimis, Brasil) e banho de dgua quente (modelo Q214M2-Quimis
Brasil). Os extratos brutos de P. guajava L. var. pyrifera (EEFPG) e P. guajava L. var. pomifera (EHFPG)
obtiveram um rendimento de 8,54g e 8 g, respectivamente.
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Quantificacdo de Fenois Totais

A quantidade de fendis totais, foi determinada adicionando-se 200 pL da solucao dos extratos (300, 100, 50 e
25 pug/mL em etanol 99,6%) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em
seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos.
Apo6s 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para 765 nm. O
branco foi determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituido por dgua destilada. O teste foi
realizado em triplicata. A média das trés leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como
miligramas equivalentes de &cido galico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibracdo
construida com os padrBes de &cido galico. A curva de calibracdo de acido gélico foi determinada utilizando
diferentes concentragdes desta substancia (300, 100, 75, 25 e 10 pg/mL).

Determinacéo de Flavonoides

Para determinacdo da concentracao de flavondides foram preparadas solugdes do extrato (300, 200, 100 e 50
pg/mL) e utilizado 1 mL destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI;) com contracdo de 2%
peso/volume. No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi
substituido por &gua destilada. Apds 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida no
filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim na utilizagdo da média para determinacdo da
guantidade de flavondides totais e expresso como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato. A
curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes concentragcdes desta substancia (400, 300,
200, 100, 50, 25 e 10 pg/mL) diluida em etanol 99,6%.

Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada através do método de DPPH. Foram preparadas solu¢fes com
diferentes concentracfes de cada extrato de P. guajava (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo
foram misturados 100 pL da solucéo do extrato e 3,9 mL de solucgdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) 0,06
mM e homogeneizado com agitador de tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o0 branco, a
amostra foi substituida por 100 puL de metanol. As leituras foram realizadas utilizando um filtro de comprimento de
onda de 520 nm e repetidas a cada minuto até que foi observada a estabilizagcdo da leitura. A curva padrdo foi
determinada realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515 nm), porém com solu¢des de DPPH em
diferentes concentracdes (10 uM, 20 uM, 30 puM, 40 uM, 50 uM e 60 uM), sendo o branco determinado por
metanol (SANCHEZ-MORENO, 1998).

Atividade antioxidante por TBAR

O efeito do produto sobre a peroxidacao lipidica foi avaliada pelo método do TBARS. A producdo de
TBARS de fosfolipido foi determinada usando o método de Ohkawa et al. (1979), com modifica¢bes. Foi
preparada uma solugdo de vitelo da espécie Gallus gallus L., misturada com uma solucdo de hexano-isoprapanol
(3:2). Essa solugdo foi filtrada e rotaevaporada até a obtencdo de residuo sélido. Para ensaio TBARS solubilizou-se
0,05¢g do residuo em 10 mL de &gua mili-Q. Para pré-incubacao foi utilizado 100ul de fosfolipidio, 50ul de extrato
nas concentracBes de 100, 40, 10 e 4 pg/mL juntamente com um volume adequado de &gua deionizada. As
amostras foram repetidas adicionando 14uL de Fe (60uM) e incubadas a 37°C, durante 1 h. Apos a pré incubacao
foi adicionado 500uL de tampdo acido acético e 500uL de TBA (&cido tiobarbiturico) 0,6% e incubado por 1h a
uma temperatura de 100°C. Os tubos foram adicionados 2 mL de n-butanol e a mistura centrifugada. O
sobrenadante foi retirado e a absorbancia foi lida a 532 nm num espectrofotdmetro. Para a curva de MDA
(malonaldialdeido) foi utilizada 500uL de acido acético, 500uL de TBA (0,6%), MDA nas concentracGes de 50,
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100, 150, 200uL e volume adequado de agua destilada para completar um volume de 1,5mL. Os testes fora feitos
em triplicata e repetido duas vezes.

Avaliacdo do potencial citoprotetor do produto natural EEFPG L. var. pyrifera e EHFPG L. var. pomifera
contra metais pesados.

O potencial citoprotetor do produto natural EEFPG e EHFPG contra metais pesados foi avaliado de acordo
com Coutinho et al. (2008), modificado, as concentracdes inibitérias minimas (CIM) do EEFPG e EHFPG, foram
determinados pelo ensaio de microdiluicdo usando suspensdes de 10° UFC/ml em solucéo salina e extratos na
concentracdo inicial de 1024ug/mL. A CIM foi definida como a concentragdo mais baixa a qual ndo foi observado
crescimento. Para a avaliacdo do efeito protetor de EEFPG e EHFPG ao metal pesado, foi realizada uma
modulacdo utilizando concentracdes sub-inibitérias dos extratos, suspensdes de 10° UFC/ml de Escherichia coli
ATTC 11105 e Candida albicans 62 em meio M9 Tris com 2% de glicose e uma de concentracdo do sulfato de
ferro 11 variando de 100 mM a 0,0488 Mm. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 ha 37 ° C. A
concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas como a
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de petri com HIA para
transferéncia das soluc@es incubadas em placas de microdiluicéo.

Analise Estatistica

Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressos como média. Para analise estatistica foi
aplicada a ANOVA seguida do teste de Tukey. Um p< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Fenois totais e flavonoides

Com a determinagdo da curva de calibragdo, realizada com a leitura da absorbancia das diversas
concentragdes de &cido gélico, foi obtida a seguinte equagdo: y = 74,11 (+ 1,900)x + 3,527 ( 3,509) R?2 = 0,9974, a
qual pode ser aplicada para a determinag&o dos fendis totais em equivalentes mg de acido galico/g de extrato.

A curva de calibracdo para determinagdo dos flavondides foi obtida ap0s a leitura das diversas solucdes de
quercetina com concentracdo determinada, gerando a seguinte equacdo y = 50,17 (£ 3,433)x -26,78 (£ 16,26) Rz =
0,9771, aplicadas para determinagédo dos flavondides como mg equivalente de quercetina/ g de extrato.

A concentracdo de fendis totais e flavonoides para os extratos das folhas de P. guajava L. var pyrifera
(goiaba branca) apresenta-se com valores maiores em relacdo a P. guajava L. var. pomifera (goiaba vermelha).
(Tabela 1).

TABELA 1: Valores de Fendis totais e Flavonoides do EEFPG e EHFPG.

AC.GALICO QUERCETINA EEFPG EHFPG

(padrdo) (mg/g) (padrao) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Fenois Totais 1079,06 - 265,86 288,56
Flavonodides - 946,94 29,80 47 93

* EEFPG — Extrato etandlico de Psidium guajava L var. pyrifera; EHFPG — Extrato hidroalcdolico de Psidium guajava L. var.
pomifera.
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Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante foi mensurada com o método do DPPH e o resultado expresso em um valor de
CEs 301,61 pg/mL e 268,40 pug/mL, para P. guajava L. var. pyrifera e var. pomifera, respectivamente (Tabela 2).
Quanto menor o valor CEs,, maior é a poténcia antioxidante. Portanto, o EHFPG var. pomifera, mostra-se mais
efetivo em relagdo ao EEFPG var. pyrifera, que pode esta relacionada a elevada presenca de compostos fendélicos e
flavonoides. A CLs, foi calculada a partir de dados obtidos com o teste de peroxidacéo lipidica, TBARS, o EHFPG
mostrou um melhor resultado tendo a CLs, com um valor de 53,98 mg/mL. Na peroxidagdo induzida por Fe** os
extratos obtiveram valores aproximados da CLs, (Figura 1).

TABELA 2: Atividade antioxidante e valores da CLs, € CEsy de EEFPG e EHFPG var.

CLso (mg/mL) CEso (mg/mL)
Amostra TBARS _ basal TBARS _ Fe& DPPH
EEFPG 81.64 65,33 301,61
EHFPG var, 53.98 68,91 268,40

*EEFPG - Extrato etanolico de Psidium guajava L var. pyrifera; EHFPG — Extrato hidroalcdolico de Psidium guajava L. var.
pomifera. TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico; DPPH - 2,2-difenil-1-pricril-hidrazil.

Atividade antioxidante por TBAR

A inibicdo do processo de peroxidacao lipidica utilizando fosfolipidio de ovo apresentou indicio de redugao
quanto aos niveis basais para os extratos das folhas, esta reducéo foi considerada significativa para EEFPG, em
ambag as inducdes, e para EHFPG na concentracdo de 10 ug/mL quando induzido estresse oxidativo com auxilio
de Fe”".

Nesse trabalho os resultados mostram que nas duas situacGes foram observadas reducdes significativas da
producdo de malondialdeido (p>0,05) de extratos etandlico e hidro alcéolico, sendo que os melhores resultados
foram observados em relacéo ao ferro.

FIGURA 1: Propriedade antioxidante de EEFPG E EHFPG. A Peroxidacao lipidica (producdo de TBARS) em
fosfolipideos de ovo foi determinada quer na auséncia ou na presenca de Fe?* (10 mM). Os valores sd0 expressos
como média + SEM de 2 experimentos independentes efetuadas em triplicata. *p<0,05 vs Fe?* induzido; **p<0,01
vs Fe®* induzido.

EEFPG EHFPG var.

nmol MDA/g fosfolipideo
nmol MDA/qg fosfolipideo

@ e

Concentragées (ug/mL) Concentragées (ug/mL)

1A 1B

EEFPG - Extrato etandlico de folhas de Psidium guajava L. var pyrifera; EHFPG Extrato hidroalcélico de folhas de Psidium
guajava L. var pomifera TBARS - Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico.
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Avaliacdo do potencial citoprotetor do produto natural EEFPG e EHFPG var. pomifera contra metais
pesados.

Os resultados obtidos mostraram que 0s microrganismos conseguiram resistir ao sulfato de ferro 1l em
todas as concentracdes utilizadas. O mesmo resultado foi visto no teste de citroprotecdo onde foram testados as
concentracdes de sulfato de ferro Il em conjunto com os extratos de EEFPG e EHFPG, mostrando que a presenca
dos extratos ndo alterou o perfil de sobrevivéncia das cepas bacterianas nos ensaios empregados.

Discussao

Sonal et al (2012), relata que a presenca de flavondides e compostos fendlicos podem ser responsaveis pela
atividade antioxidante. Os flavonoides e compostos fendlicos atuam como antioxidantes porque eles possuem
propriedades redox e podem agir como quelantes de metais.

Existe uma forte correlagdo entre as substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) como um
marcador de peroxidacdo lipidica e os produtos que refletem o dano oxidativo ao DNA (CHEN; WU; HUANG,
2005). Aumento do estresse oxidativo induzido por sulfato de ferro (1) na formacédo de TBARS, em comparagédo
com o normal, sugerem um possivel dano de tecidos com uma sobrecarga de ferro (FRAGA; OTEIZA, 2002).

Em Sousa;Vieira; Lima (2011), é demonstrado que o extrato hidroalcdolico da polpa de P. guajava
apresenta a maior atividade antioxidante testada, correlacionando como o resultado obtido neste trabalho.

O que pode corroborar com o0s resultados obtidos nessa avaliagdo de citoprote¢do € um estudo feito por
Crichton (1991), o qual afirma que no interior do citoplasma o ferro se distribui para as suas funcdes através de
mecanismos pouco conhecidos. Aproximadamente 40% do ferro intracelular, na forma de Fe?*, esta ligado a um
carboidrato acido. O equilibrio do ferro no interior da célula é conservado pela entrada e saida do elemento das
proteinas de estoque, como a ferritrina. Esta proteina soltvel pode se unir com mais de 4.500 atomos de ferro, para
formar um complexo néo tdxico a célula.

Concluséo

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada, juntamente com seu contetdo de fendis e flavonoides.
Nos testes de avaliacdo da captura do radical livre DPPH, foi observada uma melhor atividade antioxidante no
EHFPG que deve esta relacionada ao elevado indice de flavonoides e compostos fendlicos. Para o teste de TBARS
com fosfolipidio de ovo, os extratos reduziram 0s niveis basais no processo de peroxidacdo lipidica, e quando
induzidos por Fe** o EEFPG mostrou-se mais eficiente. Portanto, através destes ensaios pode-se verificar que os
extratos das folhas das espécies  Psidium guajava L. var. pyrifera e Psidium guajava L. var pomifera apresentou
uma atividade antioxidante, porém ndo estad relacionada com substancias fendlicas produzidas a partir do seu
metabolismo secundario. Os extratos também ndo apresentaram potencial citoprotetor contra o sulfato de ferro Il.
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