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Resumo:

A geracéo de radicais livres é controlada nos organismos por diversos mecanismos, incluindo os compostos antioxidantes.
Um dos atuais objetivos na pesquisa industrial € a busca de antioxidantes naturais para alimentos, cosméticos e insumos
farmacéuticos a fim de minimizar o custo de produgéo. O presente estudo avaliou os compostos antioxidantes extraidos
de folhas de plantas amazénicas como Jambo (Jambos malaccensis), Alfavaca (Ocimum gratissimum) e Tucuma
(Astrocaryum aculeatum) e sua produgao no ritmo circadiano. As atividades antioxidantes de tais plantas foram avaliadas
pela capacidade da 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH') no bloqueio de radicais livres formados, bem como a analise do
dano dos radicais livres nos lipidios pela reagao do acido tiobarbiturico (TBARS). Os resultados obtidos mediante DPPH*
sugerem diferentes agdes antioxidantes nas amostras analisadas, contudo, os extratos provenientes de Alfavaca e
Tucuma exibiram melhores resultados apresentando um maior potencial antioxidante nas primeiras horas de exposigédo a
luz solar. Os resultados relacionados ao método TBARS indicaram menor taxa yM de MDA/mg em relagéo ao fotoperiodo
de doze horas de exposi¢éo a luz solar, principalmente nas amostras de Jambo (0,23 yM MDA/mg), sugerindo uma
importante agéo antioxidante em comparagdo com as amostras de Alfavaca (0,58 yM MDA/mg) e Tucuma (2,36 uM
MDA/mg). Desta forma, demonstramos relevantes efeitos antioxidantes provenientes de tais extratos vegetais em
decorréncia do ritmo circadiano, com isso, os presentes dados sugerem que futuros estudos com extratos brutos com
perfil antioxidante de tais plantas amazdnicas devem seguir momentos diferentes de coleta e extragdo em decorréncia do
principal regulador metabdlico nas plantas: a fotossintese.

Palavras-chave: Perfil Antioxidante. Ritmo circadiano. Radicais livres. Plantas amazo6nicas. Metabolismo
secundario.

Abstract:

Free radicals generation is controlled in organisms by several mechanisms, including antioxidant compounds, one of the
current objectives in industrial research to search for natural antioxidants for food, cosmetics, and pharmaceutical
ingredients, therefore, minimizing the cost of production. The present study evaluated the antioxidant compounds extracted
from leaves of Amazonian plants such as Jambo (Jambos malaccensis), Alfavaca (Ocimum gratissimum), and Tucuma
(Astrocaryum aculeatum) and their production in circadian rhythm. The antioxidant activities of these plants evaluated by
the ability of 2,2-diphenyl-1-picrylhydraza (DPPH") to block free radicals, as well as the analysis of free radicals damage in
lipids by thiobarbituric acid reaction (TBARS). The results obtained by DPPH" suggest different antioxidant actions in the
samples analyzed; however, the extracts from Alfavaca and Tucuméa showed better results displaying a higher antioxidant
potential in the first hours of exposure to sunlight. Results related to the TBARS method showed lower yM MDA/mg rate
compared to the twelve hours photoperiod of sunlight exposure, mainly in Jambo samples (0.23 yM MDA/mg), suggesting
an important antioxidant action compared to the Alfavaca (0.58 yM MDA/mg) and Tucuma (2.36 yM MDA/mg) samples.
Thus, we demonstrate relevant antioxidant effects from such plant extracts as a result of the circadian rhythm. Therefore,
the present data suggest that future studies with crude extracts with the antioxidant profile of such Amazonian plants should
follow different collection and extraction times due to the primary metabolic regulator in the plant: photosynthesis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos Fitoterapicos

Desde as primeiras civilizagbes, o
homem demonstrou interesse pelo uso de
plantas medicinais, na medida em que o uso
de tais preparagdes tornaram-se uteis na
cura de varias doencgas. O conhecimento de
plantas medicinais geralmente significa o
unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos.
Observagdes populares sobre o uso de
plantas medicinais contribuem
significativamente para a disseminacéo das
propriedades terapéuticas das plantas,
muitas vezes prescritas pelos efeitos
medicinais que apresentam, embora muitas
nao possuam seus constituintes quimicos
conhecidos (MACIEL et al., 2003; FRANCA
et al., 2008; FERREIRA et al., 2014).
Diferentes tecidos vegetais tém
desempenhado um papel fundamental no
desenvolvimento de novos medicamentos
ha muitos anos, porque tém sido utilizados
como fontes de produtos naturais
biologicamente ativos. Atualmente, estima-
se que esses produtos estejam envolvidos
no desenvolvimento de aproximadamente
44% de todos os novos medicamentos

prescritos (MALLAVARAPU, 2001;
CORDEIRO et al., 2006; SANTOS et al.,
2008).

A  fitoterapia representa um
importante recurso  terapéutico no

tratamento de doencgas, especialmente em
populagdes de paises em desenvolvimento
(LOPES et al., 2018). No Brasil, a legislagao
que regulamenta o consumo de fitoterapicos
€ baseada nas normas internacionais, com

isso, a maioria dos produtos
comercializados sao processados e
distribuidos na forma in natura ou

empacotados para o comeércio a granel
(BUFAINO; BAUER, 2013).

A regido da Floresta Amazodnica
apresenta o maior bioma do planeta, no qual
diversas espécies de plantas s&o potenciais
fontes de agentes terapéuticos e
nutracéuticos o que pode levar ao

desenvolvimento de novos medicamentos
(PEDROLLO et al., 2016; ALBUQUERQUE
et al., 2017). Dentre tantos organismos

vegetais, destacaremos Jambos
malaccensis, Ocimum  gratissimum e
Astrocaryum aculeatum.

Jambos  malaccensis  (também

denominada como Syzygium malaccense
ou Eugenia malaccensis), popularmente
conhecido como jambo, € uma arvore que
pode atingir 15 metros de altura com origem
asiatica, cultivada em quase todo Brasil, em
regides de clima quente e umido (NUNES et
al., 2016; BATISTA et al., 2017). As folhas
apresentam acao anti-inflamatdria
(SAVITHA et al., 2011), a casca da arvore
pode ser utilizada em cha como paliativo
para dores estomacais (AHMAD; ISMAIL,
2003) e os frutos podem ser consumidos in
natura e sao compostos de 90% de agua,
0,3% de proteina, 3,9% de carboidratos, 1%
grama de fibras, 0,000253% e 0,0001% de
vitamina A e C, respectivamente (FALCAO
et al., 2002).

Ocimum gratissimum ou Alfavaca é
um arbusto encontrado em paises tropicais,
sendo as raizes utilizadas como condimento
da culinaria no Brasil e as flores e folhas em
chas (PRABHU et al., 2009), sendo
tradicionalmente utilizada no tratamento de
diversas doencas relacionadas com o trato
urinario e infecgdes gastrointestinais
(NWEZE; EZE, 2009) e atividade antifungica
(FARIA et al., 2006). A aplicabilidade de tais
atividades, podem estar relacionadas com a
presenca de diversos compostos ativos, tais

como esteroides, taninos, flavonoides,
saponinas, terpenoides, alcaloides,
compostos  fendlicos, R-carotenoides,

glicosideos, antraquinonas, cumarinas e
catequinas (NJOKU et al., 2011; PANDEY,
2017).

Astrocaryum aculeatum ou Tucuméa é
uma palmeira presente na Amazbnia
Central e Ocidental, sendo o consumo da
polpa dos frutos sem cozimento como
recheio de sanduiches na -culinaria
amazébnica (DIDONET; FERRAZ, 2014),
bem como a extracéo de diferentes tipos de
Oleos comestiveis provenientes das polpas
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dos frutos, como as principais atividades
econdmicas envolvendo o tucuma (GENTIL;
FERREIRA, 2005). Estudos com extratos de
tucuma apresentaram relevante efeito,
citoprotetor frente a exposicédo ao perdxido
de hidrogénio (SAGRILLO et al., 2015),
antitumoral (COPETTI et al., 2019),
antigenotoxico (CARNEIRO et al., 2017) e
antimicrobiana (JOBIM et al., 2014).

1.2 Radicais Livres e Antioxidantes

Todas as substancias que podem
controlar a producéo de radicais livres nos

organismos vivos sao consideradas
antioxidantes, que podem ter origem
endoégena (por exemplo, as enzimas

superoxido dismutase, catalase, glutationa
redutase) ou ser de origem exodgena, ou
seja, obtidas através da alimentagdo como
os tocoferdis (vitamina E), acido ascorbico
(vitamina C), polifenol, selénio e carotenoide
(SOUSA et al., 2007).

Para iniciar um estudo sobre
antioxidantes, é necessario compreender a
definicdo e a formagao de um radical livre
(RL). De uma maneira simples, o termo RL
refere-se ao atomo ou molécula altamente
reativa que contém um numero impar de
elétrons em sua ultima camada eletrénica
(BETTERIDGE, 2000). E esse no
pareamento de elétrons na ultima camada
que fornece alta reatividade em tais atomos
ou moléculas. No entanto, os RLs em alguns
casos n&o sao o termo perfeito para agentes
patogénicos reativos, uma vez que alguns
deles nao possuem elétrons emparelhados
em sua Uultima camada. Como sao
principalmente derivados do metabolismo
do oxigénio, eles também podem ser
chamados de ‘"espécies reativas de
oxigénio" (EROs) (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, 2006).

Acredita-se que o mecanismo de
acdo das EROs esteja relacionado ao
ataque as principais biomoléculas, como
carboidratos, proteinas e os acidos graxos,
principalmente nos acidos graxos poli-
insaturados da cadeia de fosfolipidios e
colesterol, abstraindo um grupo metileno

bisaliico de hidrogénio, iniciando o
processo de peroxidacdo lipidica nas
membranas celulares (ZHONG; YIN, 2015).
Os radicais de carbono resultantes reagem
com o oxigénio, gerando radicais peroxil
(ROO’), que por sua vez podem atacar
novos acidos graxos poli-insaturados de
cadeia, resultando na oxidacdo de varias
moléculas de acidos graxos (SOUSA et al.,
2007), sugerindo varios danos celulares,
como a lise de membranas bioldgicas.
Todo esse dano oxidativo induzido
nas células e tecidos tem sido associado a
etiologia de varias doencas (LANDRY;
COTTER, 2014; COMINACINI et al., 2015;
PHANIENDRA et al., 2015), com isso,
diversos estudos buscam compreender o

potencial antioxidante dos metabdlitos
secundarios de organismos
fotossintetizantes, entretanto, poucos

trabalhos abordam o ritmo circadiano em
decorréncia da extragao/isolamento de
moléculas com propriedades terapéuticas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencao de material vegetal

As amostras (folhas) J. malaccensis,
0. gratissimum e A aculeatum
(popularmente conhecidas como Jambo,
Alfavaca e Tucuma, respectivamente) foram
coletadas em diferentes fotoperiodos (a
cada 6 horas) durante dois dias
consecutivos na cidade de Coari,
Amazonas, Brasil. A cada coleta realizada,
as amostras foram higienizadas e
reservadas em -20°C até o momento da
extracido de biomoléculas com propriedades
antioxidantes (ALMEIDA et al., 1999).

2.2 Preparagao do extrato vegetal

Para o desenvolvimento dos extratos
brutos de Jambo, Alfavaca e Tucuma3,
usamos alcool etilico como solvente em
concentragdes de 50% (CORDEIRO et al.,
2006; NETO et al., 2006).
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2.3 Avaliacao da atividade antioxidante

Dentre os diferentes métodos para
determinar a atividade antioxidante em
extratos brutos ou compostos isolados, um
dos mais utilizados consiste em avaliar a
atividade de eliminacdo do RL através do
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")
(SOUSA et al., 2007). Por acdo de um
antioxidante contido na amostra a ser
analisada, o DPPH" é reduzido, formando
difenil-picril-hidrazina, de coloragéo
amarela, com isso, ocorre o decréscimo de
absorbancia. A partir dos resultados obtidos,
determina-se o percentual de atividade
antioxidante ou sequestradora de RLs.

Para avaliar o dano ocasionado por
EROs em lipideos ou determinar a atividade
antioxidante em extratos brutos ou
substéncias isoladas, utilizamos o método
da capacidade antioxidante pela reacao do
acido tiobarbiturico (TBARS) (KIL et al.,
2014). Ainda, o marcador utilizado no
experimento foi o malondialdeido (MDA) e
os resultados obtidos durante a reacéao
foram analisados no espectrofotbmetro a
530 nm, medido e expresso em UM de
MDA/mg.

2.4 Analise estatistica

Todos os dados sao expressos como
meédia £+ DP. A andlise estatistica foi
realizada usando one-way ANOVA para
multiplas comparagdes e para a elaboracao
dos graficos utilizamos o software
GraphPad ©Prism versao 5,0 (San Diego,
CA, USA). Os resultados foram
considerados significantes quando P<0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliagao da atividade antioxidante

Para a qualidade dos experimentos,
utilizamos como método de exclusédo a
presenga de pigmentos nas folhas com
caracteristicas de um possivel foco de
doenca na planta. Ainda, as variacbes de
espécies vegetais analisadas, clima, coleta,

armazenamento e processamento foram
padronizadas para minimizar qualquer
duvida acerca deste trabalho.

As amostras coletadas apresentaram
diferentes niveis de inibicdo na geragao de
EROs e produgdo de MDA no periodo
escuro em J. malaccensis (Figura 1 e Figura
2), na sexta hora de luminosidade solar em
O. gratissimum (Figura 3 e Figura 4) e nas
primeiras horas de luminosidade natural em
A. aculeatum (Figura 5 e Figura 6).

Figura 1 — Atividade antioxidante via DPPH" de
extratos brutos das folhas de Jambos malaccensis.
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Os resultados expressam a média + DP de trés
experimentos independentes. As analises
estatisticas foram realizadas mediante one-way
ANOVA (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Fonte:
Proprio autor

Figura 2 — Atividade antioxidante via TBARS de
extratos brutos das folhas de Jambos malaccensis
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Os resultados expressam a média + DP de trés
experimentos independentes. As analises
estatisticas foram realizadas mediante one-way
ANOVA (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001). Fonte: Préprio autor
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Figura 4 — Atividade antioxidante via TBARS de 4 DISCUSSAO
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Figura 5 — Atividade antioxidante via DPPH" de variagc")es circadianas, como descritas para
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atividade antioxidante frente aos
antioxidantes sintéticos, como BHT e acido
ascorbico (MIRANDA et al., 2014).

Os extratos etandlicos de
Astrocaryum  aculeatum, demonstraram
maior atividade antioxidante nas primeiras
horas de Iuminosidade natural, sendo
superior em comparagdo aos extratos
etandlicos de Crassiflora annona e Camellia
sinensis, plantas sabidamente conhecidas
como importantes produtoras de moléculas
com perfil antioxidante (ROESLER et al.,
2007). Essa condicao pode ser explicada
pela ativagdo dos metabdlitos secundarios
serem ativadas ou inibidas em momentos ou
estimulos diferentes (LUMSDEN; MILLAR,
1998).

Nas reacbes contendo acido
tiobarbiturico (TBA), a maior concentragao
de malondialdeido (MDA) presente em uma
amostra significa que o processo de

oxidacao ocorreu sem qualquer
interferéncia de moléculas antioxidantes.
Por outro lado, quanto menor a

concentracdo de MDA, menor a oxidacéo e

maior o potencial antioxidante dos
compostos  presentes nos  extratos
(PEREIRA; PINHEIRO, 2013). Nossos

resultados demonstram uma completa
relacdo da producédo de MDA e o ritmo
circadiano de Jambos malaccensis,
Ocimum  gratissimum e  Astrocaryum
aculeatum. Em jambo, a menor produgao de
MDA corresponde ao mesmo periodo de
maior atividade antioxidante verificada pelo
método DPPH®, igualmente ocorreu nas
amostras de Ocimum gratissimum e
Astrocaryum aculeatum. Acreditamos que a
producdo do metabdlito secundario com o
perfil antioxidante possa estar relacionada
com a maior momento metabdlico de
reagbes de oxidorredugdo, principalmente
na geracéo de ATP mitocondrial, importante
ponto de vazamento de elétrons e geracgao
de EROs (HUANG et al., 2016).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

tém recebido consideravel atengao nos
ultimos anos, mesmo sendo reconhecidas
desde a antiguidade. Considerando que
substancias naturais podem ser
responsaveis pelo efeito protetor contra o
risco de muitos processos patologicos,
nossos resultados descreveram, de forma
inédita, perfis antioxidantes
inesperadamente diferentes encontrados

nas folhas coletadas de Jambos
malaccensis, Ocimum  gratissimum e
Astrocaryum  aculeatum, popularmente

conhecidas como jambo, alfavaca e tucuma,
respectivamente, que apresentam uma
atividade de eliminacao radical DPPH-,
reforcado pelos baixos niveis de MDA,
sugerindo  uma importante  atividade
antioxidante.

Esses resultados incentivam estudos
adicionais, com o objetivo de determinar o
total de antioxidantes fendlicos das espécies
estudadas, uma vez que essas substancias
sdo frequentemente citadas na literatura
como  responsaveis pelo  potencial
antioxidante das plantas. Portanto, as
plantas medicinais estudadas aqui podem
atuar como antioxidantes no mecanismo de
inibicdo ou bloqueio de RL, prejudiciais a
saude.
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