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RESUMO

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) ¢ uma planta nativa do Brasil que apresenta alta
concentracdo de vitamina C, carotenoides e compostos fenolicos. Esses fitoquimicos tém sido
associados a prevencao e gestdo de doengas cronicas e degenerativas, como cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade. Pesquisas tém se concentrado na
identificacdo e caracterizagdo desses compostos para compreender melhor seus mecanismos
quimicos e suas atividades biologicas, e estudos revelaram que extratos da fruta uvaia possuem
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias. No entanto, ha poucos
estudos que investigam outras partes dessa planta, como suas folhas. Assim, este estudo
objetivou caracterizar e comparar os extratos aquosos das folhas de FEugenia pyriformis
Cambess obtidos por técnicas de extragdo verde, mais sustentdveis e responsaveis no uso de
recursos naturais e producgdo de residuos, como a extragdo assistida por ultrassom, a extracao
com auxilio de enzimas e a infusdo, em relacao ao teor e perfil de compostos fendlicos, bem
como as suas atividades antioxidante e antibacteriana. Além de avaliar a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos, bem como as atividades antidiabética e anti-hipertensiva da infusao apoés
digestao simulada in vitro. Inicialmente os extratos ultrassonicos (EAU), enzimaticos (EAE) e
a infusdo foram otimizados para identificar as melhores condi¢des para a obtengcdo de um
extrato com maior teor de compostos fenolicos totais. Os extratos foram caracterizados em
relagdo ao seu conteudo fenolico total (CFT), atividades antioxidantes (ensaio DPPH, ABTS,
FRAP e ORAC) e compostos fenolicos individuais (cromatografia liquida seguida de
espectrometria de massas [LC ESI-MS/MS]). A atividade antimicrobiana dos extratos EAU e
EAE também foi testada frente a 17 cepas padrao de bactérias, através da Concentragdao
Inibitoria Minima (CIM). A infusdo das folhas de uvaia foi submetida a digestao gastrointestinal
in vitro e posterior andlises de compostos fendlicos individuais (LC ESI-MS/MS), capacidade
antioxidante e atividade antidiabética (inibi¢do de a- amilase e a-glucosidase) e atividade anti-
hipertensiva (atividade inibitoria da enzima conversora de angiotensina I). Os extratos
otimizados revelaram a presenca de até vinte e seis compostos fenolicos. Em particular, para os
extratos EAU e EAE, o método de extracdo enzimatica mostrou-se eficiente, apresentando
maiores quantidades de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante. Além disso, ambos
extratos demonstraram potencial atividade antibacteriana, principalmente contra bactérias
Gram-positivas. Objetivando contribuir para o conhecimento sobre os beneficios da uvaia na
satde humana, a influéncia da digestdo gastrointestinal nos compostos fenolicos e na atividade

antioxidante da infusdo das folhas de uvaia também foi avaliada. No estudo da influéncia da



digestdo gastrointestinal da infusdo das folhas de uvaia, observou-se que o teor de compostos
fenolicos totais se manteve ou aumentou em relagdo a fracdo nao digerida. Nas diferentes fases
da digestao foram identificados diferentes compostos fendlicos, incluindo acidos fenolicos,
flavonoides e fendis, nas amostras ndo digeridas e digeridas e variagdes nos perfis e
concentragdes de compostos fenolicos foram observadas durante a digestdo gastrointestinal in
vitro. Embora tenha ocorrido uma diminui¢ao do potencial antioxidante apos a digestdo, a
infusdo das folhas de uvaia mostrou alta capacidade antioxidante, destacando-se os compostos
antioxidantes predominantes, como o acido fenolico 2,5-DHBA, o acido ferulico e o acido p-
cumadrico. Ademais alguns compostos fendlicos presentes na infusdo, mesmo nao sendo
majoritarios nas fases da digestdo, apresentaram alta bioacessibilidade, com énfase para o acido
ferulico (171,6 %) e o 4cido p-cumarico (144,1%). A infusdo também apresentou porcentagens
significativas de inibicdo da atividade antidiabética (14-21%) e atividade anti-hipertensiva
(11%). Esses resultados sugerem que as folhas de uvaia podem ser uma fonte promissora de
antioxidantes naturais ¢ compostos bioativos com potenciais beneficios a saude, em especial
frente a diabetes e hipertensao, ¢ que as técnicas de extracdo ndo convencionais exploradas
oferecem alternativas vidveis e sustentaveis para agregar valor as folhas de uvaia subutilizadas.
No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para elucidar completamente os mecanismos

envolvidos e explorar todo o potencial dessa planta nativa do Brasil.

Palavras-chave: uvaia; valorizacdo de residuos; extragdo; atividades biologicas, digestdo in
VItro.



ABSTRACT

The uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) is a plant native to Brazil that has a high concentration
of vitamin C, carotenoids and phenolic compounds. These phytochemicals have been linked to
the prevention and management of chronic and degenerative diseases such as cancer,
cardiovascular disease, type 2 diabetes mellitus and obesity. Research has focused on
identifying and characterizing these compounds to better understand their chemical
mechanisms and biological activities, and studies have revealed that extracts from uvaia fruit
have antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory properties. However, there are few
studies that investigate other parts of this plant, such as its leaves. Thus, this study aimed to
characterize and compare the aqueous extracts of Eugenia pyriformis Cambess leaves obtained
by green extraction techniques, which are more sustainable and responsible in the use of natural
resources and waste production, such as ultrasound-assisted extraction, extraction with the aid
of enzymes and infusion, in relation to the content and profile of phenolic compounds, as well
as their antioxidant and antibacterial activities. In addition to evaluating the bioaccessibility of
phenolic compounds, as well as the antidiabetic and antihypertensive activities of the infusion
after simulated in vitro digestion. Initially, ultrasonic (EAU), enzymatic (EAE) extracts and
infusion were optimized to identify the best conditions for obtaining an extract with a higher
content of total phenolic compounds. The extracts were characterized in relation to their total
phenolic content (TFC), antioxidant activities (DPPH, ABTS, FRAP and ORAC assay) and
individual phenolic compounds (liquid chromatography followed by mass spectrometry [LC
ESI-MS/MS]). The antimicrobial activity of the EAU and EAE extracts was also tested against
17 standard strains of bacteria, using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The
infusion of uvaia leaves was subjected to in vitro gastrointestinal digestion and subsequent
analysis of individual phenolic compounds (LC ESI-MS/MS), antioxidant capacity and
antidiabetic activity (inhibition of a-amylase and a-glucosidase) and antihypertensive activity.
(angiotensin I converting enzyme inhibitory activity). The optimized extracts revealed the
presence of up to twenty-six phenolic compounds. In particular, for the EAU and EAE extracts,
the enzymatic extraction method proved to be efficient, presenting greater amounts of total
phenolic compounds and antioxidant potential. Furthermore, both extracts demonstrated
potential antibacterial activity, especially against Gram-positive bacteria. Aiming to contribute
to knowledge about the benefits of uvaia on human health, the influence of gastrointestinal
digestion on phenolic compounds and the antioxidant activity of the infusion of uvaia leaves

was also evaluated. In the study of the influence of the infusion of uvaia leaves on



gastrointestinal digestion, it was observed that the content of total phenolic compounds
remained unchanged or increased in relation to the undigested fraction. At different stages of
digestion, different phenolic compounds, including phenolic acids, flavonoids and phenols,
were identified in undigested and digested samples and variations in the profiles and
concentrations of phenolic compounds were observed during in vitro gastrointestinal digestion.
Although there was a decrease in antioxidant potential after digestion, the infusion of uvaia
leaves showed high antioxidant capacity, highlighting the predominant antioxidant compounds,
such as phenolic acid 2,5-DHBA, ferulic acid and p-coumaric acid. . Furthermore, some
phenolic compounds present in the infusion, even though they are not the majority in the
digestion phases, showed high bioaccessibility, with emphasis on ferulic acid (171.6%) and p-
coumaric acid (144.1%). The infusion also showed significant percentages of inhibition of
antidiabetic activity (14-21%) and antihypertensive activity (11%). These results suggest that
uvaia leaves can be a promising source of natural antioxidants and bioactive compounds with
potential health benefits, especially against diabetes and hypertension, and that the
unconventional extraction techniques explored offer viable and sustainable alternatives to add
value. to underused uvaia leaves. However, more research is needed to fully elucidate the

mechanisms involved and explore the full potential of this plant native to Brazil..

Keywords: Uvaia; waste valorization; extraction; biological activities, in vitro digestion.
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INTRODUCAO

Considerando o avanco cientifico que envolve os estudos farmacolégicos de
plantas e o crescente interesse na promo¢ao do bem-estar ¢ qualidade de vida da
populagdo, hd uma motivagao em torno da pesquisa e identificacdo de substancias naturais
que apresentem beneficios para o organismo. Nesse contexto, destaca-se a uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess), espécie nativa brasileira da familia Myrtaceae, encontrada nos
estados de Sao Paulo até o Rio Grande do Sul, bem como nos paises vizinhos, Argentina
e Paraguai (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). Devido a sua bioatividade, com
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias, os frutos da uvaia tém potencial valor
para a industria farmacéutica (ANDRADE; FERREIRA, 2000; DONADIO, 1997;
FERNANDES DE ARAUJO et al., 2019). Entretanto, os estudos que relatam a aplicagio
da uvaia como alimento funcional e fitoterapico ainda sdo insuficientes, assim como os
que exploram diferentes partes desta planta (DA SILVA et al., 2019; SGANZERLA et
al., 2018; KLEIN et al., 2018; RAMOS et al., 2017, RODRIGUES et al., 2021,
SGANZERLA et al.,2021) . As folhas da uvaia, por exemplo, ainda sdo pouco estudadas,
e o perfil fitoquimico e atividades bioldgicas de seus extratos nao foram completamente
elucidados. Comumente tratadas como residuos de origem vegetal, as folhas da uvaia
representam uma fonte alternativa para a obtengdo de compostos bioativos capazes de
suprir necessidades basicas para a saude humana.

A etapa de extragdo desempenha um papel de destaque na obtencdo de
compostos bioativos, sendo que a selecdo do método apropriado ¢ de grande importancia
para garantir um alto rendimento e pureza dos compostos de interesse. Nas ultimas
décadas, em fungdo do crescente interesse por consideracdes ambientais, econdmicas e
de seguranca, tem-se verificado a implementacdo de alternativas inovadoras e
sustentaveis nas industrias de processamento de alimentos, cosméticos e farmacéuticos.
Nesse contexto, os pesquisadores definiram o termo "extracao verde" (CHEMAT et al.,
2019), que engloba praticas e técnicas de extragdo que visam reduzir os impactos
ambientais, reduzir os riscos a saude e promover a sustentabilidade econdmica, sem
comprometer a eficiéncia e eficacia do processo de extragao.

Diversas tecnologias de extracdo tém sido amplamente utilizadas para a
obtencdo de uma variedade de compostos bioativos em alimentos, bem como em

aplicagdes farmacéuticas, incluindo extragdo assistida por ultrassom, auxilio de enzimas
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e infusdo. Essas tecnologias tém a vantagem de reduzir ou até mesmo eliminar o uso de
solventes quimicos toxicos, além de melhorar a eficiéncia da extragdo, aumentando tanto
o rendimento quanto a qualidade dos extratos obtidos. Adicionalmente, elas contribuem
para a redugdo do tempo de extracao e do consumo de energia, o que representa beneficios
significativos sob o ponto de vista econdmico e ambiental (UMMAT et al., 2021).

Os extratos naturais tém sido valorizados como fontes de fitoquimicos, incluindo
compostos fenolicos, carotenoides e compostos volateis, muitos dos quais apresentam
propriedades biologicas comprovadas, como atividade antimicrobiana e antioxidante,
além de seu potencial para prevenir doengas cronicas e degenerativas, incluindo cancer,
doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, obesidade e amnésia, entre outras
(FERNANDES DE ARAUIJO et al., 2019).

Devido a importancia de expandir o conhecimento sobre novas propriedades
biologicas de espécies nativas brasileiras, as folhas da uvaia sdo uma fonte promissora de
estudos na busca por novas fontes de compostos bioativos. Com o propdsito de abordar
todos os aspectos mencionados anteriormente, este trabalho foi organizado em capitulos,
sendo o primeiro dedicado a revisdo bibliografica e os demais voltados para a
apresentacao dos resultados da pesquisa experimental, os quais foram redigidos na forma
de artigos cientificos.

O primeiro capitulo desta tese de doutorado trata de uma revisdo bibliografica
que aborda os temas relevantes ao desenvolvimento do trabalho: uvaia; extratos vegetais
a partir de folhas; extragdo verde; infusdo; atividade antioxidante; atividades biologicas
das folhas de uvaia; biodisponibilidade dos compostos fendlicos em modelo de digestao
simulada in vitro.

O segundo capitulo apresenta o estudo da eficiéncia da extracdo assistida por
ultrassom e da extracdo assistida por enzima na obtenc¢ao de extratos de folhas de uvaia
com notavel atividade antioxidante e antibacteriana. Nesta pesquisa, diferentes tempos de
extracdo, quantidades de solvente e tamanhos de particulas das folhas foram utilizados
para definir as melhores condi¢des para obtencdo do extrato com o maior teor de
compostos fenolicos totais. Além disso, os extratos otimizados foram caracterizados
quanto aos seus compostos fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana.

No terceiro capitulo do trabalho € apresentado o estudo da influéncia das etapas

da digestdo gastrointestinal in vitro nos compostos fenolicos e na atividade antioxidante
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da infusao de folhas de E. pyriformis Cambess, bem como a bioacessibilidade, e os efeitos
antidiabético e anti-hipertensivo dos compostos fendlicos.

O artigo publicado em revista indexada esta disponivel no Anexo A.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e comparar os extratos aquosos das folhas de Eugenia pyriformis

Cambess obtidos por técnicas como a extracao assistida por ultrassom, a extragdo com

auxilio de enzimas e a infusdo, em relacao ao teor e perfil de compostos fendlicos, bem

como as

suas atividades antioxidante e antimicrobiana. Além de avaliar a

bioacessibilidade dos compostos fenolicos, bem como as atividades antidiabética e anti-

hipertensiva da infusdo apds digestdo simulada in vitro.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

\

Otimizar a eficiéncia de extragdo de compostos fenodlicos em extratos
aquosos das folhas de uvaia, usando como métodos a extragao assistida por
ultrassom, a extragdo com auxilio de enzimas e a infusao;

Determinar o teor total e o perfil dos compostos fenodlicos de cada extrato e
a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos de sequestro de radical
(DPPH e ABTS); do poder antioxidante de reducdo férrico (FRAP); e
capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio (ORAC);

Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato ultrassonico e enzimatico em
relacdo as bactérias de importancia patogénica, definindo a concentragao
inibitoria minima para os extratos;

Avaliar a bioacessibilidade in vitro dos compostos fenolicos e as atividades
antidiabética e anti-hipertensiva das folhas de uvaia obtidos por infusdo,
durante e apds a exposicdo a condigdes gastrointestinais simuladas,

respectivamente.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nota: O texto e os dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou
adaptados da publicacdo de autoria de Marina Volpato Dacoreggio, Gabriela
Soster Santetti, Heloisa Patricio Inacio, Aniela Pinto Kempka, Renata Dias de
Mello Castanho Amboni, disponivel em Food Reviews International,

https://doi.org/10.1080/87559129.2021.1958226 (ANEXO A)
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 UVAIA

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), pertencente a familia Myrtaceae, ¢ uma
espécie nativa do Brasil, encontrada nos estados de Sao Paulo até o Rio Grande do Sul,
além dos paises vizinhos Argentina e Paraguai (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).
Seu nome tem origem na palavra tupi "iwa'ya", que significa "fruto acido", e € conhecida
por diversos outros nomes, tais como uvaia, ubaia, uvalha, orvalha e uvaieira
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

De acordo com Scalon et al. (2004), existem duas espécies de uvaia: E.
pyriformis e Eugenia uvalha. No entanto, a E. pyriformis foi aceita como o nome botanico
correto para essa fruta, enquanto a E. uvalha é considerada um sindnimo. Até o momento
foram identificados sete acessos da E. pyriformis: Bolivia, Comum, Doce, Doce de Patos
de Minas, Péra, Rugosa e Rugosa Doce (JACOMINO et al., 2018). A uvaia € uma arvore
de porte médio, que pode atingir entre 6 e 13 metros de altura, com troncos curtos e
diametro de até 50 cm, apresentando copa arredondada ou alongada. Suas folhas sdo
simples, opostas, sem pelos, subcoridceas e, quando jovens, apresentam coloragdo roseo-
avermelhada, medindo de 4 a 7 cm de comprimento. As flores sdo brancas, normalmente
solitarias ou agrupadas em trés, hermafroditas, tetrameras e possuem grande niimero de
estames. Os frutos sdo do tipo baga, arredondados, com epicarpo fino e aveludado, e a
polpa € carnuda, com coloragdo amarela ou alaranjada. Suas sementes sdo grandes, com
alta capacidade de germinagdo, e cada fruto pode conter de 1 a 3 sementes (SILVA;
BILIA; BARBEDO, 2005).

A uvaia é uma planta altamente adaptavel em relacdo ao clima e pode ser
cultivada em areas com temperaturas anuais variando entre 18 e 26 °C, sendo capaz de
suportar geadas de até - 4 °C. As baixas temperaturas durante o inverno afetam
consideravelmente a quantidade de metabdlitos secundarios. Além disso, o inverno
apresenta outras caracteristicas que podem influenciar positivamente na producdo e
composi¢ao desses metabolitos, como o estresse hidrologico, devido a diminuigdo das
chuvas, o que pode aumentar a evapotranspiragao das espécies (HARRIS, 2009).

Ainda que pouco consumida in natura, a polpa da uvaia ¢ frequentemente

utilizada na produgdo de sucos, licores, cervejas, geleias, doces e sorvetes, e apresenta
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grande potencial para a industria agroalimentar. Além disso, devido a sua bioatividade,
que inclui propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias, os frutos da uvaia podem
ser valiosos para a industria farmacéutica (ANDRADE; FERREIRA, 2000; DONADIO,
1997; FERNANDES DE ARAUJO et al., 2019).

Os frutos de uvaia possuem bioatividade atribuida, principalmente, ao alto teor
de compostos fenodlicos e metabolitos secundarios, apresentando elevada capacidade
antioxidante. Esses compostos podem proteger os sistemas bioldgicos contra o excesso
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (NACZK; SHAHIDI, 2004). Quando
incluidos na dieta humana, esses compostos podem contribuir para reduzir o
desenvolvimento de doencas degenerativas, doengas cardiovasculares, cancer, diabetes,
entre outras (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Ainda que a uvaia contenha diversos compostos quimicos, tais como minerais,
proteinas, agticares, compostos volateis e carotenoides, que podem contribuir para a satde
humana, ha poucos estudos que exploram o potencial da uvaia como alimento funcional
e fitoterapico, bem como a utilizacao de diferentes partes da planta para esse fim (DA
SILVA etal.,2019; SGANZERLA et al.,2018; KLEIN et al.,2018; RAMOS et al.,2017;
RODRIGUES et al., 2021; SGANZERLA et al., 2021).

As folhas da uvaia (Figura 1), ainda sdo pouco estudadas quanto ao seu perfil
fitoquimico e suas atividades biologicas, sendo necessario mais estudos para explorar seu
potencial como fonte de compostos bioativos. Apel e Hirt (2004) caracterizaram
quimicamente o Oleo essencial das folhas obtido por hidro destilagdo e relataram a
presenga de o-cadinol (14,0%), od-cadineno (12,4%), T-cadinol (11,9%),
biciclogermacreno (10,2 %) e B-cariofileno (7,2%). Stefanello et al. (2009) avaliaram a
variacdo sazonal dos oOleos essenciais das folhas da uvaieira e observaram uma
composicdo variada de mono e sesquiterpenos, com os principais componentes sendo
pineno, limoneno, 1,8-cineol e 6xido de cariofileno. Além disso, extratos etanolicos das
folhas de uvaia foram estudados e apresentaram em sua composi¢dao alcaloides,

flavonoides, taninos e saponinas (CHAVASCO et al., 2014).
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Figura 1 - Folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

1.2 EXTRATOS VEGETAIS A PARTIR DE FOLHAS

Segundo Oliveira e Akisue (1997), extratos vegetais sdo preparagdes
concentradas com varias caracteristicas derivadas de matérias-primas vegetais secas, que
podem ou ndo ter passado por tratamentos prévios (como a¢do enzimatica ou moagem).
Esses processos complexos envolvem a utilizagdo de solventes, que podem separar
compostos especificos ou partes deles.

Os chas ou infusdes de ervas sdo os extratos vegetais mais comuns, amplamente
consumidos em todo o mundo, especialmente em paises asiaticos, sul-americanos e
europeus, devido aos beneficios a satide e fungdes fisiologicas que proporcionam (COZ-
BOLANOS et al., 2018; MARTINS et al., 2015).

Considerando a importancia de expandir o conhecimento sobre as propriedades

biologicas de espécies nativas brasileiras, as folhas de uvaia (Eugenia pyriformis
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Cambess) se apresentam como uma promissora base de estudos em busca de novas fontes
de compostos bioativos.

A extracdo ¢ uma etapa importante para a obtencdo de compostos bioativos, € a
escolha do método de extragdo ¢ crucial para se obter alto rendimento e pureza dos
compostos de interesse (DANLAMI et al., 2014). A escolha do solvente adequado esta
intimamente relacionada com a eficiéncia do processo de extracao.

Embora o uso de solventes organicos apresente alta aplicabilidade, eficiéncia e
facilidade de uso, também apresenta aspectos negativos, como alta toxicidade,
necessidade de grandes quantidades de solvente, maior resisténcia a transferéncia de
massa e possiveis degradagdes na matriz (SAFDAR et al., 2017). Além disso, técnicas
convencionais de extragdo, como soxhlet, extracao solido-liquido e extracao liquido-
liquido, utilizam grandes volumes de solventes, exigem longos tempos de extracdo e
frequentemente apresentam baixo rendimento e baixa seletividade (IBANEZ et al., 2012;
ORMENO; GOLDSTEIN; NIINEMETS, 2011).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse por questdes relacionadas ao
ambiente, a econdmica e a seguranca, o que resultou na implementagdo de alternativas
inovadoras com valores durdveis e verdes nas industrias de processamento de alimentos,
cosméticos e farmacéuticos. Para seguir esses principios, pesquisadores definiram o
termo "extracdo verde", que se baseia na descoberta e no desenho de processos de
extracdo que reduzem o consumo de energia, permitem o uso de solventes alternativos e
produtos naturais renovaveis, e garantem um extrato/produto seguro e de alta qualidade
(CHEMAT et al., 2019).

A busca pela substituicdo dos solventes organicos pelos "verdes" ocorreu
principalmente devido a demanda por substancias atoxicas, reciclaveis e biodegradaveis
(CVJETKO BUBALO et al., 2014). A 4gua ¢ uma das solugdes mais utilizadas durante
a extracdo de compostos bioativos, pois atende a essas demandas e apresenta vantagens
como facil acessibilidade, baixo custo, boa seletividade e influéncia das ligagdes de
hidrogénio durante o processo de transferéncia de massa (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Diferentes tecnologias de extragdao tém sido utilizadas para obter compostos
bioativos de alimentos e farmacos, dentre elas a extracdo com agua, que pode ser assistida
por ultrassom, enzimas ou infusdo. Essas tecnologias permitem a reducdo ou eliminagao

do uso de solventes quimicos toxicos, melhorando a eficiéncia da extracdo, aumentando
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o rendimento e qualidade do extrato, além de diminuir o tempo de extragdo e o consumo

de energia (UMMAT et al., 2021).

1.2.1 Extracao assistida por ultrassom

O ultrassom ¢ uma técnica que utiliza a energia das ondas sonoras de alta
poténcia (com frequéncia entre 20 ¢ 100 kHz) e de baixa poténcia (entre 1 ¢ 10 MHz)
para gerar vibragdes que resultam em variagdes na pressdo do liquido. Essas ondas
consistem em ciclos de compressao e rarefacdo que podem ser propagados através de
meios soélidos, liquidos ou gasosos, provocando o deslocamento e desalojamento das
moléculas de suas posi¢des originais. Em ondas sonoras de alta intensidade, a pressao
negativa durante a rarefacdo excede a for¢a de atragdo das moléculas, causando a
separagdo entre elas e a formacdo de bolhas de cavitagio (MASON; PANIWNYK;
LORIMER, 1996; PICO, 2013).

As ondas sonoras e bolhas de cavitagdo em colapso podem resultar na
fragmentacdo, erosdo localizada, formagdo de poros, aumento da absorcao e indice de
inchago na matriz celular da planta. As bolhas em colapso geram ondas de choque que
aceleram a colisdo entre particulas, levando a fragmentacao da estrutura celular. A rapida
fragmentagdo resulta na solubilizacdo do componente bioativo no solvente, devido a
diminui¢do do tamanho das particulas, aumento da area da superficie e altas taxas de
transferéncia de massa na camada de limite da matriz s6lida (UMMAT et al., 2021).

A aplicagdo do ultrassom na extragdo tem como principais efeitos o aumento da
permeabilidade das paredes celulares das plantas. Com o aumento da temperatura, ocorre
a formacao e colapso das bolhas de cavitagcdo, gerando uma pressao que resulta na quebra
das paredes celulares, permitindo maior penetracao do solvente na matriz (CHEILA et
al., 2020). Esse aumento de contato entre o solvente e o analito favorece a solubilizagao
do composto. Klein e colaboradores (2018) compararam diferentes métodos de extragdo
das folhas de uvaia, incluindo a extragdo supercritica e assistida por ultrassom, e
constataram que a extracao assistida por ultrassom apresentou um rendimento maximo
(1,69 % em peso), com tempo de extragdo significativamente menor (60 vezes menor).
Outros estudos também indicam que a utilizagdo do ultrassom na extra¢do de compostos

fenolicos de folhas € eficaz, rapido e simples (IRAKLI et al., 2018; LUO et al., 2018).
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1.2.2 Extraciao com auxilio de enzimas

A extracao por meio de enzimas se baseia na capacidade intrinseca das enzimas
em catalisar reagdes com alta especificidade, regioseletividade e capacidade de funcionar
em diferentes condi¢cdes de processamento (PURI; SHARMA; BARROW, 2012). O
principio fundamental da extracdo enzimatica consiste na hidrdlise da parede celular
vegetal pela enzima, que ¢ usada como catalisador sob condi¢des experimentais ideais
para liberar os componentes intracelulares (GLIGOR et al., 2019). A parede celular da
planta se liga ao sitio ativo da enzima, onde o substrato induz uma mudanga
conformacional na subunidade da enzima com a qual interage, resultando em uma
interacdo maxima entre os dois. A mudanga na conformag¢ao da enzima provoca a quebra
de ligacdes da parede celular, liberando seus constituintes ativos (NADAR; RAO;
RATHOD, 2018).

Geralmente a extracdo de bioativos de plantas envolve o uso de uma mistura
enzimatica, devido a composi¢ao das paredes celulares das plantas, que consistem
principalmente de fibras de celulose, juntamente com hemicelulose e substancias pécticas
incorporadas em uma matriz (MARATHE et al., 2019).

Dessa forma, diversas enzimas, tais como celulase, pectinase, protease e amilase,
tém sido empregadas com €xito na extracao de compostos bioativos de diferentes fontes
(SWER et al., 2018). Boulila et al. (2015) ao avaliarem o potencial da aplicacdo de
enzimas (celulase, hemicelulase e xilanase) como ferramenta para aumentar a eficiéncia
da extracdo de compostos bioativos de folhas de louro, observaram um significativo
aumento na liberacdo de compostos fendlicos e, consequentemente, de sua atividade
antioxidante residual. Resultados semelhantes sugerem que o pré-tratamento enzimatico
pode ser util na extracdo de componentes de interesse e apresentar amplo potencial de uso
em setores alimenticios, cosméticos e farmacéuticos (CHEN et al., 2011; HOSNI et al.,

2013).

1.2.3 Infusao

As infusdes de ché e ervas sdo amplamente consumidas em todo o mundo devido
a sua variedade, aroma e sabor, além de serem associadas a multiplos efeitos benéficos a

satde, como relatado na literatura (COZ-BOLANOS et al., 2018; ORTEGA-VIDAL et
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al., 2019; POHL et al., 2016; WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2013). O
ché ¢ uma bebida feita por infusdo de folhas da planta Camellia sinensis em dgua quente
e pode ser encontrado em diferentes variedades, como preto, verde, oolong, pu-erh,
branco e amarelo. Os tipos de cha mais populares, preto, verde e oolong, diferem entre si
apenas pelo grau de fermentacdo das folhas (SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA;
POHL, 2012). Por outro lado, as infusdes de ervas sdo preparadas com diferentes partes
ou uma mistura de plantas medicinais, como flores, folhas, frutas, ervas, cascas e raizes
(POHL et al., 2016).

A composi¢do quimica das infusdes de ervas ¢ altamente complexa, incluindo
polifenoéis, flavonoides, proteinas, aminoacidos, enzimas, substincias formadoras de
aroma, vitaminas, fibras, 6leos volateis, purinas, carboidratos ¢ minerais, tornando-as
uma fonte rica de nutrientes essenciais (SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL,
2012). A composi¢do elementar ¢ unica para cada tipo de erva e ¢ influenciada
principalmente pela producao e origem geografica das plantas, incluindo as condi¢des do
solo, clima, ambiente e praticas agricolas, bem como o método de extracdo utilizado
(CELEP et al., 2019; KOMES et al, 2010; POHL et al., 2016; WELNA;
SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2013).

Uma pratica milenar na China € o consumo de extratos de plantas medicinais
através da infusdo em agua fervente. Esses extratos t€ém se mostrado seguros para o
consumo, j4 que a agua ¢ um solvente de baixa toxicidade se comparada a outros
solventes, como o metanol. Portanto, o método de extrac¢do por infusdo em agua fervente
¢ uma escolha mais segura e eficaz para obter extratos ricos em antioxidantes das plantas.
Além disso, quando o extrato apresenta forte atividade antioxidante e ndo ¢ toxico, ndo €
necessario realizar o isolamento e a purificagdio de componentes antioxidantes
especificos, uma vez que os beneficios para a satide podem ser decorrentes dos efeitos
aditivos e sinérgicos dos fitoquimicos presentes no extrato (LIU, 2003).

Diversas pesquisas foram conduzidas com o objetivo de identificar os beneficios
da infusdo para a satde humana. Esses beneficios estdo associados a varios fatores,
incluindo atividade antioxidante (JIE et al., 2006; POHL et al., 2016), presenga de
compostos anti-Alzheimer (OKELLO; SAVELEV; PERRY, 2004), efeitos protetores
contra o cancer (POHL et al., 2016; SIDDIQUI; RAISUDDIN; SHUKLA, 2005; WAY
et al., 2004), doencas vasculares, hipertensao, carie dentaria (SOFUOGLU; KAVCAR,
2008; YOKOGOSHI et al., 1995), prevencao da obesidade (KIM et al., 2009) e redugdo
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dos niveis de colesterol no sangue (FUJITA; YAMAGAMI, 2008). Em vista disso,
infusdes de ervas podem ser consideradas como bebidas farmacologicamente ativas, pois
fornecem uma das principais fontes de polifenois na dieta humana, tornando-se atraentes

para a industria alimentar, quimica e farmacoldgica.

2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Diversos estudos tém evidenciado a relagdo entre o estresse oxidativo, a
senescéncia celular e diversas enfermidades (SALEHI et al., 2018a). O estilo de vida
atual tem levado a superproducdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)
em nosso organismo, aumentando o nivel fisiologico de estresse oxidativo enquanto reduz
a atividade antioxidante (PISOSCHI; NEGULESCU, 2012). Radicais livres e outras
ROS, como oxigénio singlete, radical hidroxila, anion superdxido e radical peroxil,
podem surgir do metabolismo normal do corpo humano, causando danos oxidativos a
macromoléculas funcionais, como DNA, proteinas e lipidios (APEL; HIRT, 2004). Esse
processo aumenta a probabilidade de desenvolvimento de doengas neurodegenerativas,
inflamatorias, aterosclerose, cancer e disturbios relacionados a idade, dentre outros.
Entretanto, os antioxidantes protegem o corpo humano contra os radicais livres,
prevenindo o estresse oxidativo e as doengas associadas (VALKO et al., 2007).

Além disso, ¢ importante destacar que diversas doengas, incluindo Alzheimer,
cancer, diabetes e até mesmo o ganho de peso, podem ser desencadeadas ou agravadas
pelos danos celulares causados pelo estresse oxidativo (SALEHI et al., 2019; SATIA;
HU, 2018). Assim, a elimina¢do dos radicais livres € crucial para prevenir ou retardar o
inicio de algumas doencas relacionadas a esse processo oxidativo, e, portanto, compostos
antioxidantes sdo considerados fundamentais para a manuten¢do da satide (SALEHI et
al., 2019).

Viérios antioxidantes sintéticos estdo disponiveis, porém, seu uso pode causar
efeitos toxicos e colaterais em animais e seres humanos, como é o caso do
butilhidroxitolueno (BHT) e 2-terc-butil-4-hidroxianisol/3-terc-butil-4-hidroxianisol
(BHA), que apresentam potencial carcinogénico (BOTTERWECK et al.,2000; RIBEIRO
et al., 2014). Por isso, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por compostos naturais
pode trazer vantagens, uma vez que apresentam implicagdes positivas na saltde e

funcionalidade.
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Diversas pesquisas evidenciaram que as plantas medicinais s3o uma excelente
fonte de compostos antioxidantes, incluindo fendlicos, vitaminas e alcaloides, os quais
tém potencial para serem utilizados como produtos farmacologicamente ativos, a fim de
equilibrar o estado fisioldgico antioxidante/prooxidante (COZ-BOLANOS et al., 2018;
ORTEGA-VIDAL et al., 2019; POHL et al, 2016; WELNA; SZYMCZYCHA-
MADEIJA; POHL, 2013).

Existem poucos estudos in vitro que demonstram o potencial antioxidante das
folhas de uvaia. Em um estudo realizado por Silva et al. (2016), foi observada alta
atividade antioxidante (IC50 = 2,8 pg/mL) nos extratos etandlicos das folhas de uvaia,
valores proximos aos obtidos com o padrao quercetina (IC50 = 1,1 ug/mL). Esses
resultados também foram semelhantes aos encontrados por Salvador ef al. (2011) para as
folhas de uvaia coletadas no Rio Grande do Sul, com um valor de IC50 = 1,7 pg/mL.
Recentemente, Ueda (2020) estudou o processo de extracdo de compostos antioxidantes
das folhas de uvaia, levando em consideracdo fatores como o uso de solventes verdes
(DES), tempo e temperatura de extragao, propor¢do entre amostra e solvente e o efeito da
extracdo solido-liquido. Os resultados mostraram valores de atividade antioxidante entre
0,14 e 1,14 mmol Trolox/g de amostra para o método DPPH ¢ 0,51 a 1,78 mmol Trolox/g

de amostra para o método FRAP.

3 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS FOLHAS DE UVAIA

3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As doengas infecciosas sdo a principal causa mundial de mortes prematuras.
Infecgdes devido a variedade de agentes etiologicos bacterianos, como a Escherichia coli,
Salmonela spp., o Staphylococcus aureus sao muito comuns (ALAVIJEH; SHARMA,
2012).

Os antimicrobianos sdo farmacos utilizados com o intuito de provocar a morte
ou inibir o crescimento de determinado agente microbiano. Sao originados de substancias
produzidas pelos proprios microrganismos, oriundas de vegetais ou mesmo sintéticas
(ALTERTHUM; TRABULSI, 2003).

Atualmente, tem sido amplamente relatada em todo o mundo a resisténcia das

bactérias patogénicas a fdrmacos. A resisténcia a um determinado antimicrobiano ¢
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caracterizada quando uma bactéria ¢ capaz de crescer, in vitro, na presenga da
concentragdo inibitoéria minima deste farmaco. A resisténcia pode ser natural, quando os
genes da bactéria codificam enzimas que inativam o mecanismo de a¢ao do farmaco, ou
adquirida, quando a bactéria se torna resistente a um farmaco sensivel por meio da
aquisi¢ao de fatores genéticos ou mutagdo em seus genes de defesa (CHUA et al., 2020).

Diversas estratégias tecnoldgicas tém sido propostas para abordar o problema da
resisténcia bacteriana, incluindo a busca por novos antimicrobianos derivados de espécies
vegetais. Ha relatos sobre a atividade antimicrobiana de véarios extratos vegetais (DE
BOER et al., 2005; KEYHANFAR; NAZERI; BAYAT, 2004), muitos dos quais tém
mostrado eficdcia no tratamento de infecgdes urinarias, disturbios gastrointestinais,
doengas respiratorias e infecgoes de pele (BRANTNER; GREIN, 1994; SOMCHIT et al.,
2003). Os compostos isolados de plantas sdo substancias cuja estrutura quimica, com
excecdes raras, difere significativamente dos antibioticos de origem microbiana
(ALAVIJEH; SHARMA, 2012).

As principais classes de compostos com atividade antimicrobiana obtidos a partir
de plantas sdo: terpenoides, taninos, cumarinas, 6leos essenciais, alcaloides, lectinas,
polipeptideos e substancias fendlicas e polifenodlicas, incluindo acidos fenolicos, fenois
simples, quinonas, flavondis, flavonas e flavonoides (COWAN, 1999; NCUBE;
AFOLAYAN; OKOH, 2008).

Um estudo conduzido por Angela e colaboradores (2014) evidenciou que
extratos hidroalcoolicos e de acetato de etila das folhas de uvaia apresentaram notavel
atividade inibitoria contra Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Em contraste,
Ueda (2020) nao observou halos de inibicao suficientes para afirmar que os extratos
obtidos a partir de folhas de uvaia possuem atividade antimicrobiana significativa contra
as bactérias testadas (Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes, Salmonella sp., Escherichia coli) utilizando solventes eutéticos
profundos. Além disso, a atividade antifingica da uvaia foi estudada, e os resultados
sugerem um interessante potencial inibitorio para os extratos brutos. Durazzini et al.
(2019) também investigaram a atividade antifingica do 6leo essencial da parte aérea da
uvaia e observaram que ele apresenta alta atividade antifingica contra Malassezia furfur,

podendo ser considerado um aliado na preparacao de formulagdes fitoterapicas.
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3.2 ATIVIDADE ANTIDIABETICA

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ um conjunto de doencas metabodlicas que se
caracteriza pela presenca de hiperglicemia cronica. Essa condi¢do pode ser causada tanto
pela incapacidade do organismo em produzir insulina quanto pela diminui¢do da
sensibilidade dos tecidos a insulina. A incidéncia e prevaléncia do DM estdo aumentando
e atingindo proporg¢des epidémicas, de acordo com Soumya e Srilatha (2011). Em 2021,
o diabetes causou 6,7 milhdes de mortes em todo o mundo e se as tendéncias atuais
continuarem, estima-se que até 2045, cerca de 783 milhdes de adultos terdo diabetes, de
acordo com a IDF (2021).

Tanto fatores genéticos quanto ambientais contribuem significativamente para o
desenvolvimento do diabetes. Durante o processo, as células do corpo sdo incapazes de
metabolizar adequadamente o agucar, devido a falta ou insensibilidade de insulina nos
tecidos-alvo, que ¢ um hormoénio peptidico responsavel por regular a glicemia. Como
consequéncia, o diabetes pode causar danos a longo prazo, disfuncdo e falha de varios
sistemas organicos, incluindo coragdo, vasos sanguineos, olhos, rins e nervos, levando a
incapacidade e morte prematura, conforme apontado por Malviya e colaboradores (2010).

Entre os varios tipos de diabetes, o diabetes tipo 1 e tipo 2 sdao os mais
frequentemente discutidos. O diabetes tipo 1 ¢ também conhecido como diabetes
dependente de insulina e € caracterizado pela produgdo insuficiente de insulina pelo
organismo. Pacientes com esse tipo de diabetes precisam de doses didrias de insulina para
controlar a quantidade de glicose no sangue. J& o diabetes tipo 2, conhecido como diabetes
nao insulino-dependente, resulta do uso ineficaz da insulina e hiperglicemia pelo corpo e
¢ responsavel pela grande maioria dos casos de diabetes em todo o mundo (SALEHI et
al.,2019; SOUMYA; SRILATHA, 2011; SPELLMAN, 2010).

As terapias disponiveis para o tratamento do diabetes incluem a administracao
de insulina e diferentes agentes antidiabéticos orais, como biguanidas, sulfonilureias e
glinideos. Embora tenha havido um progresso consideravel no tratamento do diabetes
com drogas sintéticas, muitas delas apresentam efeitos adversos graves. Por essa razdo, a
busca por agentes hipoglicémicos mais eficazes e seguros ¢ de extrema importancia
(PATEL et al., 2012).

Algumas plantas medicinais tém se mostrado eficazes como inibidores naturais

da glicosidase. Devido ao baixo custo e a facilidade de obtengdo, produtos naturais
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derivados de plantas t€ém sido amplamente explorados como fontes promissoras para o
desenvolvimento de novos medicamentos antidiabéticos (AGNANIET et al., 2016). A
atividade anti-hiperglicémica dessas plantas decorre principalmente de sua habilidade em
restaurar a fungdo dos tecidos hepaticos, estimulando a producao de insulina, inibindo a
absorcao intestinal de glicose ou facilitando a utilizagao de metabolitos nos processos que
dependem de insulina (MALVIYA; JAIN; MALVIYA, 2010; PATEL et al., 2012). Além
disso, muitas dessas plantas contém alcaloides, flavonoides, glicosideos, terpenoides,
entre outros compostos, que frequentemente apresentam efeitos antidiabéticos.

Com base no exposto, fica evidente a importancia de explorar novas plantas com
potencial terapéutico para identificar medicamentos que ainda ndo foram descobertos.
Nesse sentido, a infusdo das folhas da uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) pode

representar uma opg¢ao promissora para o tratamento do diabetes.

3.3 ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA

Diversas pesquisas tém apontado uma correlacdo crescente entre a ingestao de
compostos fenolicos, tais como flavonodis, proantocianidinas, catequinas, acidos
hidrolisaveis, estilbenos, e uma reducao do risco de hipertensao arterial (AL SHUKOR et
al.,2013).

A hipertensao arterial, ou pressao alta, ¢ uma preocupagdo crescente para a saude
publica, visto que estd fortemente associada ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como doengas coronarias, acidente vascular cerebral, doengas renais e
insuficiéncia cardiaca, sendo um dos principais fatores de risco para morbidade e
mortalidade. Em todo o mundo, mais de um bilhdo de pessoas apresentam hipertensao
arterial, e ¢ provavel que esse nimero aumente caso ndo sejam adotadas melhorias
significativas na prevengdo e tratamento da doenca (GEDDES, 2020). Os esforgos para
reduzir essa prevaléncia estdo se concentrando em abordagens nao farmacoldgicas,
incluindo atitudes benéficas ao estilo de vida da populacdo. Entre as medidas amplamente
aceitas para diminuir os riscos associados a hipertensao arterial estdo a reducao de peso,
cessacao do tabagismo, pratica de exercicios fisicos, diminui¢ao da ingestdao de gorduras,
dietas com reducdo de sddio e aumento do consumo de frutas e vegetais (D’AGOSTINO

et al.,2008; REDDY; KATAN, 2004).
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A terapia para tratar a hipertensdo arterial compreende a administracdo de
medicamentos que, dentre as diversas classes existentes, destacam-se os inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA). A ECA desempenha o papel de converter a
angiotensina I em angiotensina II, um peptideo que induz a vasoconstricao (ZHANG et
al., 2000), enquanto degrada a bradicinina, um potente vasodilatador (IMIG, 2004).
Portanto, a inibicdo da ECA se tornou uma abordagem promissora para controlar e tratar
elevacdes da pressdo arterial. Embora os inibidores da ECA sintéticos, tais como
lisinopril, captopril e enalapril, sejam amplamente utilizados com sucesso para tratar a
hipertensdo, seu uso cronico pode estar relacionado a diversos efeitos colaterais
indesejaveis, incluindo tosse persistente, hipotensdo postural, insuficiéncia renal e
angioedema (ANTONIOS; MACGREGOR, 1995; IMIG, 2004). Com o intuito de mitigar
esses efeitos adversos, pesquisas tém sido conduzidas para identificar inibidores da ECA
derivados de produtos naturais, que possam apresentar perfis terapéuticos mais favoraveis
e menos efeitos colaterais.

Alguns compostos especificos presentes em frutas e vegetais, como o0s
compostos fendlicos, sdo reconhecidos por sua capacidade de reduzir a pressao arterial
(AL SHUKOR et al, 2013; GUERRERO et al., 2012). Esses compostos tém sido
amplamente estudados e demonstram a habilidade de desencadear respostas fisiologicas
especificas no organismo humano, incluindo a inibi¢do da enzima conversora de
angiotensina I (ECA). Além disso, a literatura descreve a existéncia de substancias
naturais que possuem atividade inibitdria contra a ECA, como peptideos (CINQ-MARS;
LI-CHAN, 2007) e triterpenos (SOMOVA et al., 2003). Estudos também relatam que a
quercetina pode reduzir a pressao arterial sistolica, diastdlica e média em pacientes
hipertensos estagio 1, apds tratamento com alta dose de quercetina e um grupo controle
com placebo (PEREZ-VIZCAINO et al., 2009). Com base na existéncia de diversas
plantas com atividade anti-hipertensiva e na busca por inibidores da ECA provenientes
de fontes naturais, a infusdo de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) se

apresenta como um objeto de estudo promissor.

4 BIODISPONIBILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A biodisponibilidade, em termos gerais, refere-se a por¢do do componente

ingerido que esta disponivel para ser utilizado em fungdes fisioldgicas. Além disso, ela
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engloba conceitos adicionais como a bioacessibilidade e a bioatividade. A
bioacessibilidade, por sua vez, ¢ definida como a fracdo do composto que ¢ liberada da
matriz alimentar no trato gastrointestinal e se torna disponivel para absor¢do intestinal
(SHAHIDI; PENG, 2018). Ja o termo bioatividade abrange o processo de como o
composto ¢ transportado até o tecido-alvo através da circulacdo, a interagdo com
biomoléculas nesses tecidos e todos os efeitos bioldgicos gerados (GUTIERREZ-
GRIJALVA et al., 2016).

Os compostos fendlicos presentes na dieta ndo possuem a mesma
biodisponibilidade e propriedades bioldgicas, e assim, nem sempre 0s compostos mais
abundantes em nossa dieta sdo aqueles com melhor biodisponibilidade. Varios fatores
influenciam a biodisponibilidade dos compostos fenolicos. Alguns desses fatores estdo
ligados a estrutura quimica ou grau de ionizacdo do composto, enquanto outros estdo
relacionados a complexidade da matriz alimentar, a quantidade e tipo de outros compostos
ingeridos (NETO et al., 2017). Além disso, a absor¢ao e o comportamento dos polifendis
no trato digestivo dependem da absor¢do intestinal e suas interacdes subsequentes
(MINATEL et al., 2017).

De modo geral, a absor¢ao dos polifendis da dieta € limitada, pois eles sdo pouco
absorvidos no trato gastrointestinal apos a ingestao e sofrem intensa biotransformagao
intestinal (CAICEDO-LOPEZ et al., 2019). Os compostos fenolicos com menor peso
molecular, como os 4cidos fenolicos e alguns flavonoides, como flavonas, quercetina e
catequinas, sdo mais facilmente absorvidos no trato gastrointestinal. Por outro lado, os
polifendis com maior tamanho molecular sdo absorvidos em menor quantidade, pois
precisam ser hidrolisados previamente (GUTIERREZ-GRIJALVA et al., 2016; SALEHI
etal.,2019).

Dessa forma, para uma avaliacdo adequada do papel biologico dos polifendis na
saude humana, ¢ fundamental ndo apenas entender os niveis de digestdao, mas também a
quantidade que se torna bioacessivel. Somente os polifenois que sdo solubilizados e ndo
degradados durante a digestdo sdo verdadeiramente bioacessiveis e, portanto,
potencialmente biodisponiveis (CAICEDO-LOPEZ et al., 2019)

Modelos de digestao in vitro tém sido amplamente utilizados para estudar
possiveis alteracdes estruturais, digestibilidade e liberagao de compostos fenodlicos sob
condi¢des gastrointestinais simuladas, com base no conhecimento da fisiologia digestiva

humana. Em geral, esses modelos consistem em trés etapas: a fase oral, uma digestdo com
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pepsina gastrica em pH acido, seguida de uma digestdo com pancreatina e sais biliares
sob condi¢des ligeiramente alcalinas. Para que os resultados sejam relevantes, o tempo
de digestdo e a temperatura de 37°C utilizada nesses modelos devem mimetizar as
condig¢des do organismo in vivo (HUR et al., 2011)

A fim de avaliar adequadamente os compostos bioativos, pesquisas utilizando
métodos de digestdo in vitro tém sido amplamente realizadas. E importante destacar que
uma alta atividade antioxidante in vitro nem sempre se traduz em atividade antioxidante
in vivo (LAY A; KOUBALA, 2020). Portanto, ¢ crucial determinar a bioacessibilidade de
ingredientes funcionais, como no caso da investigacdo das modificagdes ocorridas
durante a digestdo simulada in vitro nos compostos fendlicos presentes na infusdo das

folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess).
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CAPITULO 2

PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS DAS FOLHAS DE UVAIA
(Eugenia pyriformis CAMBESS) OBTIDOS POR EXTRACAO VERDE:
UMA OPCAO PROMISSORA PARA O USO DE EXTRATOS COMO
ANTIOXIDANTES E ANTIBACTERIANOS.

Nota: O texto e dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou adaptados
do artigo submetido em Sustainable Chemistry and Pharmacy, de autoria de
Marina Volpato Dacoreggio, Gabriela Soster Santetti, Heloisa Patricio Inécio,
Julia Baranzelli, Tatiana Emanuelli, Rodrigo Barcellos Hoff, Liziane Schittler
Moroni, Carlise Beddin Fritzen Freire, Aniela Pinto Kempka e Renata Dias de

Mello Castanho Amboni
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RESUMO

A Eugenia pyriformis Cambess (uvaia) ¢ uma fonte reconhecida de compostos bioativos
com potenciais beneficios para a satide, no entanto, hd poucos estudos que avaliaram além
de seus frutos. Este estudo investigou a eficiéncia da extragdo assistida por ultrassom
(EAU) e extragdo auxiliada por enzimas (EAE) na obtencdo de extratos de folha de uvaia
com alta atividade antioxidante e antibacteriana. Os experimentos foram realizados em
duas etapas. Na primeira etapa, foram empregados diferentes tempos de extracao,
volumes de solvente e tamanhos de particulas das folhas para identificar as melhores
condi¢des para a obtencdo do extrato com o maior teor de compostos fenolicos totais. Na
segunda etapa, os extratos otimizados foram caracterizados. No total, vinte e quatro
compostos fenodlicos foram identificados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem por ionizagdo por electropulverizagdo (LC-ESI-
MS/MS), sendo os mais prevalentes galato de epigalocatequina, rutina, acido 2,5 -
dihidroxibenzoico (2,5-DHBA) ¢ acido 2,4 — dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). O extrato
enzimatico aquoso nas condigdes otimizadas apresentou uma significativa maior
quantidade de compostos fenolicos totais (33,53 £ 0,57 mg de EAG/g) em comparagio
com o extrato ultrassdnico aquoso (22,73 + 0,75 mg de EAG/g). O extrato enzimatico
também apresentou, de maneira significativa, um maior potencial antioxidante nos
ensaios DPPH e ORAC. Foi observado um potencial antibacteriano semelhante dos
extratos, com uma acao preferencial contra bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis
ATCC 9933, Bacillus cereus ATCC 10876, Listeria monocytogenes ATCC7644
CCT7408 (produtora de biofilme), Listeria ivanovii ATCC BAA 139, Listeria inocua
ATCC 3399, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Listeria monocytogenes Scott A),
com menores valores minimos de concentracao inibitdria minima. Esses achados sugerem
que os extratos aquosos de folhas de E. pyriformis Cambess sao alternativas viaveis como
forma economica e sustentdvel de agregar valor as folhas de uvaia, geralmente

subutilizadas, contemplando a vertente de economia circular.

Palavras-chave: uvaia; valorizacdo de residuos; ultrassom; enzimas; antioxidante;

antimicrobiano.
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ABSTRACT

Eugenia pyriformis Cambess (uvaia) is a recognized source of bioactive compounds with
potential health benefits, however, there are few studies that have examined beyond its
fruits. This study investigated the efficiency of ultrasound-assisted extraction (EAU) and
enzyme-assisted extraction (EAE) in obtaining uvaia leaf extracts with high antioxidant
and antibacterial activity. The experiments were conducted in two stages. In the first
stage, different extraction times, solvent volumes, and leaf particle sizes were employed
to identify the best conditions for obtaining the extract with the highest total phenolic
content. In the second stage, the optimized extracts were characterized. In total, twenty-
four phenolic compounds were identified by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry with electrospray ionization (LC-ESI-MS/MS), with the most prevalent
being epigallocatechin gallate, rutin, 2,5-dihydroxybenzoic acid (2,5-DHBA) and 2,4-
dihydroxybenzoic acid (2,4-DHBA). The aqueous enzymatic extract under optimized
conditions showed a significantly higher amount of total phenolic compounds (33.53 +
0.57 mg EAG/g) compared to the aqueous ultrasound extract (22.73 £ 0.75 mg EAG/g).
The uvaia leaf enzymatic extract also showed, in a significant way, higher antioxidant
potential in DPPH and ORAC assays. Similar antibacterial potential of the extracts was
observed, with a preferential action against Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis
ATCC 9933, Bacillus cereus ATCC 10876, Listeria monocytogenes ATCC7644
CCT7408 (biofilm producer), Listeria ivanovii ATCC BAA 139, Listeria innocua ATCC
3399, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Listeria monocytogenes Scott A, with lower
minimum inhibitory concentration values. These findings suggest that aqueous extracts
of E. pyriformis Cambess leaves are viable alternatives as economical and sustainable
ways to add value to uvaia leaves, which are generally underutilized, encompassing the

circular economy perspective.

Keywords: uvaia; residue valorization; ultrasound; enzymes; antioxidant; antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A Eugenia pyriformis Cambess, também conhecida popularmente como uvaia,
¢ uma espécie nativa da familia Myrtaceae encontrada desde o sudoeste até a regiao sul
do Brasil, bem como em paises vizinhos como Argentina e Paraguai (CORADIN;
SIMINSKI; REIS, 2011). O fruto da uvaia tem sido amplamente estudado nos ultimos
anos, principalmente em relagdo as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas,
biologicas e controle de distarbios metabdlicos (DA SILVA et al., 2019; FARIAS et al.,
2020; KLEIN et al., 2018; LOPES et al., 2018; RODRIGUES et al.,2021; SGANZERLA
etal.,2021; VIEIRA GOMES et al., 2019). No entanto, ha poucos estudos que investigam
outras partes dessa planta, como suas folhas (KLEIN et al., 2018b, 2021). Apesar de as
folhas de uvaia serem comumente vistas como residuos agricolas, o seu potencial como
fonte de compostos bioativos revela uma alternativa, que pode ser explorada para a
produgdo de medicamentos com propriedades antioxidantes e antibacterianas. De fato, o
uso de extratos de plantas como fonte de antioxidantes e propriedades antibacterianas tem
sido objeto de pesquisa recente (GONCALVES et al., 2022; MARTINEZ-CEJA et al.,
2022).

Os antioxidantes sdo compostos que podem ser produzidos pelo organismo ou
obtidos por meio da alimentacdo, e t€ém a capacidade de reduzir o estresse oxidativo,
protegendo os tecidos dos danos causados pelos radicais livres e prevenindo doencas
relacionadas a esse processo (MASON et al., 2020; SALEHI et al., 2018). J& os
antibacterianos sdo substancias capazes de inibir o crescimento de bactérias, devido a sua
composicdo quimica especifica (ABDULLAHI et al., 2022). No entanto, o uso
inadequado de antibacterianos, especialmente quando utilizados de forma nao racional,
pode levar ao desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, representando um grave
risco para a saide humana (CHUA et al., 2020).

O uso de fontes naturais para a obtencdo de compostos bioativos, como
antioxidantes e antibacterianos, ¢ um campo de pesquisa extenso. As vantagens de se
obter tais substancias de fontes muitas vezes subestimadas ou consideradas como residuos
sdo ainda mais atrativas para pesquisadores e para a industria alimenticia.

O processo de extragdo representa um passo critico na obtengdo de compostos
bioativos, em que a escolha do método ¢ muito relevante para obter um alto rendimento

e pureza dos compostos de interesse. Técnicas convencionais, como a extracao solido-
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liquido, sdo geralmente aplicadas para extrair compostos biologicamente ativos de fontes
vegetais (UMMAT et al., 2021). No entanto, essas técnicas apresentam algumas
desvantagens, como o tempo prolongado de extracdo e, as vezes, baixo rendimento e
baixa seletividade. Por outro lado, técnicas ndo convencionais, como extragao assistida
por ultrassom e extracdo assistida por enzima, que usam agua como solvente, sdo
consideradas processos verdes que permitem a eliminagdo do uso de solventes quimicos
prejudiciais, melhorando a eficiéncia da extragao, bem como o rendimento e a qualidade
do extrato obtido (MARATHE et al., 2019, PICO, 2013)

Até o momento, apenas alguns relatos foram publicados sobre técnicas de extragao
ndo convencionais para folhas de uvaia, destacando-se o uso de extracdo com fluido
supercritico e/ou sondas de ultrassom (KLEIN ez al., 2018a; RODRIGUES et al., 2021).
Além disso, o perfil fenolico dos extratos de folhas de uvaia obtidos por meio de extracao
assistida por enzimas nao foi relatado at¢é o momento, assim como sua atividade
antibacteriana, que ndo foi completamente esclarecida (DACOREGGIO et al., 2021).

Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar a eficicia de duas técnicas de
extracdo aquosa de compostos fenolicos das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess): extracdo assistida por ultrassom e extra¢do assistida por enzima (usando
Viscozyme® L, V2010). Além disso, o perfil fendlico e as atividades antioxidante e

antibacteriana dos extratos também foram avaliados e discutidos.
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2  MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Todos os reagentes quimicos utilizados eram de grau analitico. O complexo
enzimdatico (enzimas hidrolisantes de carboidratos, incluindo arabinase, celulase, [-
glucanase, hemicelulase e xilanase) (Viscozyme® L, V2010), com atividade de 100
FBGU/g, foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Padrdes analiticos (pureza
> 95%) de apigenina, isorhamnetin, pinobanksin, 4acido ferulico, 4acido sindpico, acido p-
aminobenzdico, acido p-cumarico, 4-metilumbeliferona, dcido vanilico, rutina, naringina,
(+)-catequina, sinapaldeido, acido cafeico, 4acido clorogénico, coniferaldeido,
siringaldeido, crisina, hesperidina, acido siringico, kaempferol, naringenina, galato de (-
)-epigalocatequina, (-)-epicatequina, pinocembrina, galangina, &cido salicilico,
quercetina, acido galico, acido benzdico, 3 acido ,4-dihidroxibenzoico e luteolina foram

adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

2.2 COLETA E PREPARACAO DAS FOLHAS DE UVAIA

Folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) foram coletadas de espécimes
cultivados em Gravatal, Santa Catarina, Brasil (coordenadas geograficas S 28° 328' 239"
W 49° 072" 065"), em julho de 2019. O espécime foi depositado no Herbario da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob o codigo FLOR 68473. As folhas foram
selecionadas de acordo com sua uniformidade de cor, descartando-se o material vegetal
que apresentasse sinais de apodrecimento, lesdes e/ou quaisquer defeitos. O material
vegetal foi higienizado com gaze umedecida em agua destilada e seco em estufa de
circulacao de ar forgado a 40 = 5 °C por 6 dias. Apds a secagem, as folhas foram trituradas
utilizando um moinho de facas (IKA, Al1, Alemanha), até atingirem dois tamanhos de
particula diferentes, 0,68 mm e 1,40 mm (Makanjuola, 2017). As amostras foram
identificadas, rotuladas e embaladas em polietileno e armazenadas a uma temperatura de

-18 £2°C.

2.3 PREPARACAO DE EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS DE UVAIA
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O procedimento para producdo dos extratos foi adaptado do proposto por
Larrauri e colaboradores (LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997). Foram
realizadas duas extracdes aquosas distintas. Para a extra¢do assistida por ultrassom
(EAU), 1 g de p6 de folhas de uvaia foi submetido a ultrassom com quantidades
apropriadas de 4gua deionizada usando um banho ultrassénico de 70 W (Unique, 1650A,
Brasil) por 60 minutos. Na extracdo auxiliada por enzimas (EAE), 1 g de p6 de folhas de
uvaia foi disperso em quantidades apropriadas de d4gua deionizada em um banho de dgua
(Dist, DI-950 M, Brasil) com agitacao constante (100 rpm). Apos adicionar o complexo
enzimético (Viscozyme® L, V2010) (20 uL), a suspensdo foi incubada a 45 °C por 60
minutos. Em seguida, as enzimas foram inativadas a 0° C por 5 min em um banho de gelo.
Os extratos foram filtrados com papel filtro quantitativo (‘"Whatman' n°® 40) e os filtrados

foram armazenados em frascos ambar e mantidos congelados a -18 + 2 °C até o uso.

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um experimento com um delineamento fatorial fracionario 23!
para determinar as condic¢des ideais para a extragdo aquosa de compostos fenolicos das
folhas de uvaia. As variaveis usadas foram: tempo, volume do solvente e tamanho das
particulas das folhas. A quantidade de folhas secas em pd usadas no procedimento de
extracdo foi mantida constante (1 g). O experimento foi composto por oito combinagdes
de varidveis independentes, selecionadas com base em estudos anteriores. Todos os
experimentos foram realizados em ordem aleatoria para minimizar o efeito da
variabilidade ndo explicada nas respostas obtidas. As variaveis e os niveis dos
experimentos sdo apresentados na Tabela 1. A varidvel resposta foi o conteudo fendlico
total (CFT) dos extratos. Os extratos aquosos de uvaia otimizados com o maior CFT
foram escolhidos para serem caracterizados quanto ao seu perfil fenolico e atividades

antioxidante e antibacteriana.
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Tabela 1- Combinagao entre as varidveis e os niveis do delineamento experimental para
a otimizacao de compostos fendlicos totais dos extratos assistidos por ultrassom (EAU)
e auxiliados por enzimas (EAE), das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Variaveis independentes

; Variavel

Tratamentos Tempo (min) Tamanhz) n?ri i)artlcula V(Onlllfgle dependente

1 30 0,68 50

2 30 0,68 100

3 30 1,40 50

4 30 1,40 100 Compostos fenolicos

5 60 0,68 50 totais

6 60 0,68 100

7 60 1,40 50

8 60 1,40 100

Fonte: elaborado pela autora

2.5 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A quantificagdo do conteudo fendlico total foi realizada pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, com modificacdes (BONOLI et al., 2004). Em
resumo, 100 pL do extrato diluido foi misturado com 500 pL de Folin-Ciocalteau e 6 mL
de dgua destilada, em um tubo de ensaio envolvido em papel aluminio, em um ambiente
escuro. Apds isso, 2 mL de carbonato de so6dio a 20% foram adicionados a mistura. As
medidas foram realizadas 2 horas depois, em um espectrofotometro UV-VIS (U-2900,
Hitachi, Japao), a um comprimento de onda de 750 nm. O contetido fendlico dos extratos
foi expresso como a média de trés repetigdes independentes e os resultados foram
calculados usando a equagio linear y = 0,0013x - 0,0114 (R* = 0,9925), em que o eix0 y
¢ a absorbancia e o eixo x € a concentracdo de acido galico, e foram expressos em
miligramas de equivalente de acido galico por grama de amostra seca (EAG/g de amostra

seca).

2.6 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS AQUOSOS OTIMIZADOS DAS
FOLHAS DE Eugenia pyriformis Cambess

Apds a andlise dos dados experimentais e dos resultados estatisticos, foram
realizadas extracdes nas condi¢des otimizadas por ambos os métodos (EAU e EAE), e os

extratos aquosos otimizados (EAO-EAU e EAO-EAE) foram analisados em relagdo ao
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perfil de compostos fendlicos, atividade antioxidante in vitro e atividade antimicrobiana.
Em todas as andlises a seguir os resultados dos extratos das folhas de uvaia foram

expressos como a média de trés repeticdes independentes.

2.7 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS

O método descrito por Seraglio e colaboradores (2018) foi utilizado para
identificacao e quantificacao de compostos fendlicos individuais a partir de extratos de
EAO-EAU ¢ EAO-EAE. As medigdes de espectrometria de massa por cromatografia
liquida com ionizac¢do por electrospray e tandem (LC-ESI-MS/MS) foram realizadas
usando um sistema cromatografico Agilent 1290 (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, EUA) acoplado a um espectrometro de massas hibrido de armadilha linear de
quadrupolo QTRAP 5500 (Sciex, Foster City, CA), que foi equipado com uma fonte de
ionizagdo por electrospray (ESI). A separagdo cromatografica foi realizada em uma
coluna VENUSIL C18 (100 mm % 2,1 mm; didmetro de particula de 3 um; Bona Angela
Technologies, Wilmington, DE, EUA). A taxa de fluxo utilizada foi de 300 pL/min e um
volume de 5 pL. de padrdes e amostras foram injetados para analise. A fase movel foi
composta de solvente A (dgua com 0,1% de acido férmico) e solvente B (acetonitrila com
0,1% de acido formico). O gradiente da fase movel foi programado da seguinte forma:
98% A (v/v) de 0 a 4,0 min, 98-80% A (v/v) de 4,0-7,0 min, 80-10% A (v/v) de 7,0-14,0
min, 10% A (v/v) de 14,0-15,0 min, e 10-98% A (v/v) de 15,0-17,0 min. O tempo total
de corrida foi de 17 min e o tempo de equilibragdo da coluna entre cada corrida foi de 4
min, com a coluna mantida a 40 °C.

As analises de espectrometria de massa foram realizadas no modo MRM com os
seguintes parametros: voltagem de Ion Spray (IS): 5500 V; géas cortina: 25 psi; gés
nebulizador (GS1) e gas auxiliar (GS2): 55 psi e; temperatura da fonte: 400 °C. O
nitrogénio foi utilizado como gas nebulizador e gas de colisdo. Os parametros especificos
de cada composto foram otimizados por meio da infusdo direta de solucdo padrao para
cada composto. O software Analyst 1.6.2 (Sciex, Foster City, CA) foi utilizado para
aquisicdo e processamento de dados. A quantificagdao de cada composto foi realizada em
triplicata por calibracdo externa. O desempenho do método estava em conformidade com

os parametros de validagdo relatados anteriormente.
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2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A atividade antioxidante dos extratos EAO-EAU e EAO-EAE foi medida
utilizando quatro diferentes ensaios: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS [2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido)], FRAP (poder antioxidante redutor férrico) e

ORAC (capacidade de absorcao de radicais de oxigénio).

2.8.1 Potencial antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante foi determinada utilizando uma metodologia baseada
na capacidade do extrato em eliminar radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (método
DPPH), com pequenas modificagdes (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995). As medidas foram realizadas em um espectrofotometro UV-VIS (U-2900, Hitachi,
Japao), com uma absorbancia de 515 nm, ap6s 1 hora. Os resultados foram calculados
usando a equagdo linear y = 0,0274x - 0,0064 (R? = 0,9964), onde o eixo y é a absorbancia
e o0 eixo x ¢ a concentragdo de acido galico, obtendo a porcentagem de inibigdo. A
atividade antioxidante dos compostos foi expressa como EC50 (ug/mL), que expressa a
concentragdo minima de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a concentragao

inicial de DPPH. .

2.8.2 Potencial antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante usando o radical ABTS foi realizada de acordo com o
método descrito por Re e colaboradores (1999). A mistura foi incubada por 6 minutos
protegida da luz, e a absorbancia foi medida em um espectrofotometro UV-VIS (U-2900,
Hitachi, Japan) a 734 nm. Os resultados foram calculados usando a equacao linear y =
0,0767x + 5,5749 (R? = 0,9935), onde o eixo y representa a absorbancia e o eixo x

representa a concentragao de trolox, e foram expressos em uM Trolox/g de amostra seca.

2.8.3 Potencial antioxidante pelo método FRAP

O ensaio de potencial antioxidante redutor de ferro (FRAP) foi realizado

seguindo a metodologia de Benzie e Strain (1996) com modificagdes propostas por
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Arnous e colaboradores (2002). Os resultados foram calculados usando a equagdo linear
y = 0,0018x + 0,0379 (R? = 0,9915), onde o eixo y é a absorbancia e o eixo x é a

concentragdo de Trolox, e foram expressos em uM Trolox/g de amostra seca.

2.84 Potencial antioxidante pelo método ORAC

A capacidade de varredura de radicais livres de oxigénio (ORAC) foi
determinada de acordo com o método descrito por OU e colaboradores (2001). Os
resultados foram calculados usando a equagdo linear y =2,9819x — 9,7906 (R? = 0,9915),
em que o eixo y € a fluorescéncia e o eixo x ¢ a concentracdo de Trolox. Os valores foram

expressos em pumol de equivalentes de Trolox/mL de extrato.

2.9 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana dos extratos EAO-EAU e EAO-EAE foi avaliada por
meio da determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), conforme descrito por
Oliveira e colaboradores (2016) e ) seguindo a Norma de Desempenho para Testes de
Sensibilidade Antimicrobiana (NCCLS, 2016). Foram realizados testes contra onze
bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis ATCC 9933, Bacillus cereus ATCC 10876,
Listeria monocytogenes ATCC7644 CCT7408 (produtora de biofilme), Listeria ivanovii
ATCC BAA 139, Listeria inocua ATCC 3399, Listeria monocytogenes ATCC 19111,
Listeria monocytogenes Scott A, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus Fri, Staphylococcus aureus ATCC
25923) e seis bactérias Gram-negativas (Salmonella typhimurium ATCC14028,
Salmonella enteretidis ATCC 13076, Salmonella abaetetuba ATCC 35640, Salmonella
heiderberg ATCC 8326, Escherichia coli O157:H7 e Escherichia coli ATCC25922)
(estoque de laboratorio).

Os extratos EAO-EAU e EAO-EAE foram submetidos a determinacao da MIC
em uma placa estéril de 96 pocos. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida
como a menor concentracdo de extrato que inibiu o crescimento bacteriano visivel, a
partir do uso do corante resazurina. Todas as atividades dos extratos das folhas de uvaia

foram expressas como a média de trés repeticdes independentes.



47

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram processados e analisados estatisticamente utilizando o método
de variancia (ANOVA). Na etapa inicial dos métodos para a producao dos extratos, foi
aplicado um modelo fatorial para avaliar os efeitos significativos e suas interagdes entre
as varidveis calculadas, seguido da andlise de médias comparadas utilizando o teste de
Tukey, com um intervalo de confiancga entre 99% e 95%. A anélise e o tratamento dos

dados foram realizados usando o software SASM-Agri, versao 8.2.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DELINIAMENTO EXPERIMENTAL

Os valores do conteudo fenolico total (CFT) dos extratos aquosos das folhas de
Eugenia pyriformis Cambess, otimizados com base em diversas varidveis, sao
apresentados na Tabela 2. As interagdes possiveis entre as variaveis e a importancia dos

seus efeitos sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 2 - Niveis de varidveis e resposta do conteudo fenolico total (CFT) dos extratos
ultrassonicos e enzimaticos com base no tempo, volume de solvente e tamanho das
particulas das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Extragdo assistida por ~ Extragdo auxiliada por

ultrassom (EAU) enzimas (EAE)
Niveis das variaveis Resposta®
Ensaio® Tempo Tamanho de particula Volume CFT® CFT®
(min) (mm) (mL)
1 -1(30) -1 (0,68) -1 (50) 2517,54° 2835,49*
2 -1(30) -1 (0,68) +1 (100) 2732,92° 2712412
3 -1(30) +1 (1,40) -1(50) 2901,13° 3689,85*
4 -1(30) +1 (1,40) +1 (100) 2146,77° 2487,79*
5 +1 (60) -1 (0,68) -1(50) 3095,49° 4120,62*
6 +1 (60) -1 (0,68) +1 (100) 2435,49° 2842,67*
7 +1 (60) +1 (1,40) -1 (50) 2781,13° 3810,36°
8 +1 (60) +1 (1,40) +1 (100) 2209,85° 2431,90*

“Letras mintsculas distintas na mesma linha representam, respectivamente, uma diferenca significativa entre o
contetido fendlico total dos extratos EAU e EAE, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia #
Experimentos foram conduzidos randomicamente e os valores sdo resultantes de medidas em triplicata. B CFT =
Conteudo fendlico total. ¢ pg EAG/g (EAG: 4cido galico equivalente). Fonte: elaborado pela autora
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Tabela 3- Analise de variancia para o contetido fendlico total (CFT) dos extratos
ultrassonicos e enzimaticos com base no tempo de extracao, volume de solvente e
tamanho das particulas das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Extracdo assistida por Extragdo auxiliada
ultrassom (EAU) por enzimas (EAE)

. GL CFT
Variavel )
Quadrado médio
T 1 18747,01%* 821400,00*
TP 1 206775,2996* 3124,06™
TxV 1 179733,71* 521695,79*
TPxV 1 291077,33* 359028,77*
TxTPxV 1 420127,38* 8998845,22*
Total 23 23
C.V (%) 1,05 1,05

T: Temperatura, TP: tamanho de particula, V: volume, GL: Graus de liberdade. C.V: Coeficiente de
variagdo. *: Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns: Néo significativo a 5% de probabilidade de
erro. CFT: Conteudo fendlico total. Elaborado pela autora.

As combinagoes de variaveis utilizadas em ambos os extratos otimizados, OAE-
EAU e OAE-EAE, apresentaram efeito significativo (p < 0,01) para todas as variaveis,
exceto para o tamanho de particula durante a extracdo assistida por ultrassom (OAE-
EAU). A quantidade e exposicdo dos compostos fendlicos das folhas de uvaia foram
diretamente relacionadas ao efeito das variaveis utilizadas. Além disso, a variavel volume
demonstrou um efeito altamente significativo (p < 0,01) tanto na extracdo assistida por
ultrassom quanto na extracdo com auxilio de enzimas.

Os resultados evidenciaram uma tendéncia consistente no comportamento da
resposta (CFT) em relagdo as varidveis investigadas, onde o aumento do tempo, a reducdo
do tamanho de particula € o menor volume de solvente utilizado foram associados a
maiores valores do contetdo fendlico total. O tratamento OAE-EAE apresentou a maior
resposta em comparagao com os outros tratamentos.

A influéncia do tempo na extracdo foi avaliada e constatou-se que um tempo
maior (60 minutos) resultou em um maior contetudo fenolico total (CFT). Essa tendéncia
¢ comumente encontrada em estudos de otimizagdo de extratos e ja foi relatada por outros
pesquisadores (IRAKLI et al., 2018; JOVANOVIC et al., 2021; SILVA JUNIOR et al.,
2021). A melhoria no rendimento com o aumento do tempo pode ser explicada pelo

aumento do tempo de difusdo dos compostos na matriz sélida. Na extragdo enzimatica, o
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aumento do tempo permite maior contato entre a enzima e o substrato, levando ao
rompimento dos tecidos e liberagdo dos compostos para o meio. J& na extracdo com
auxilio de ultrassom, um tempo maior resulta em mais ondas geradas no meio aquoso,
promovendo a quebra da estrutura por cisalhamento. Consequentemente, uma quantidade
maior de compostos soliveis ¢ removida da matriz, fato que se evidencia até o
esgotamento dos materiais soltveis (AZMIR et al., 2013; GUO et al., 2016; LUTHRIA,
2008).

Os resultados indicaram também que a reducao do tamanho das particulas das
folhas de uvaia influenciou significativamente na extracdo dos compostos fendlicos. Essa
relacdo ocorre devido ao aumento da area de contato entre o material e o solvente de
extra¢do. Particulas com dimensdes homogéneas favorecem a eficiéncia da extracao, uma
vez que proporcionam maior contato entre o material vegetal e o liquido extrator (AZMIR
et al., 2013; MAKANJUOLA, 2017). Apesar disso, entre as variaveis estudadas, o
tamanho de particula apresentou o menor efeito na otimizacao da extragdo dos compostos
fendlicos. Assim, a combinagao dos parametros que resultaram em melhor desempenho
na recuperacdo de CFT das folhas de uvaia utilizaram particulas de 0,68 mm e 50 mL de

agua destilada por 60 minutos (corrida numero 5) (Tabela 2).

3.2 CONTEUDO FENOLICO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Os resultados deste estudo sdo os primeiros obtidos para folhas de uvaia
utilizando apenas agua como solvente. O CFT e a atividade antioxidante in vitro dos
extratos obtidos a partir das condigdes ideais de extracdo sdo apresentados na Tabela 4.
Os resultados apontam que a forma de extragdo dos compostos fendlicos presentes nas
folhas de uvaia exerceu uma influéncia significativa sobre o seu teor. O método de
extra¢do assistido por enzimas nas condi¢des otimizadas (OAE-EAE) apresentou o maior
conteudo fendlico total (p < 0,05). Esses resultados sdo de grande relevancia para o
desenvolvimento de novos processos de extracdo de compostos bioativos a partir de
matrizes vegetais. Embora a literatura seja escassa em relagdo a composi¢do quimica das
folhas de uvaia, os teores de compostos fendlicos encontrados estdo de acordo com os
valores relatados em estudos similares realizados com folhas da mesma espécie. Por
exemplo, Canabarro ef al. (2019) encontraram valores entre 0,12 mg a 0,3 mg/g de EAG

ao analisarem os extratos das folhas de Eugenia uniflora L. obtidos por extragdo
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supercritica utilizando etanol como cossolvente, enquanto Peixoto Araujo et al. (2020)
identificaram valores de 0,204 mg/g de EAG para os extratos das folhas de Eugenia
calcyna Cambess alcancados por extragdo ultrassonica com solvente metanol-acetona-

agua (7:7:6, v/v/v).

Tabela 4- Teor de fenolicos totais e capacidade antioxidante de extratos de folha de
uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) em condigdes otimizadas

Extracao assistida por Extracao auxiliada por

Parametros ultrassom (EAO-EAU)* enzimas (EAO-EAE)*

Compostos fenodlicos
totais (mg de EAG/ g 22,73 +£0,75° 33,53+0,57°
extrato p.s.)
Atividade antioxidante
DPPH - EC50 (ug/mL)
Atividade antioxidante
FRAP (mM de Trolox/g 1,76 +£0,012° 1,99 + 0,012
extrato p.s.)

3,03 +0,8° 8,2+ 0,5°

Capacidade antioxidante
ABTS (mM de Trolox/ g 73,46 + 3,49* 81,26 + 0,98
extrato p.s.)

Capacidade antioxidante
ORAC (mM de Trolox/ g 7,1 +0,6° 9,6 +1,0°
extrato p.s.)

EAO-EAU (Extrato aquoso otimizado — Extrag@o assistida por ultrassom), EAO-EAE (Extrato aquoso
otimizado - Extragdo auxiliada por enzimas). Letras mintisculas distintas na mesma linha representam,
respectivamente, uma diferenca significativa entre os extratos EAO-EAU e EAO-EAE, de acordo com o
teste de Tukey a 5% de significancia. * Condigdes otimizadas (corrida 5): tamanho de particula (0,68 mm),
volume de solvente (50 mL), tempo de extra¢do (60 min). Valores sdo resultantes de medidas em triplicata.
Elaborada pela autora.

Ao avaliar a atividade antioxidante dos extratos das folhas de Eugenia pyriformis
Cambess, observou-se que a técnica do ensaio DPPH apresentou resultados mais
expressivos para ambos os extratos em relagdo aos obtidos pelos demais métodos
testados. Esses resultados sugerem que os flavonoides presentes nas folhas, como a
epigalocatequina (EGCG) e a rutina (item 3.3) podem ter um papel significativo na
melhoria das habilidades antioxidantes do extrato, por meio da eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio, como a doagdo de hidrogénio e/ou elétrons aos radicais livres, e
consequente estabilizagdo dos mesmos (DACOREGGIO et al., 2021). Além disso, ¢

importante considerar que ¢ dificil comparar valores de EC50 com outros estudos, devido
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as diferencas nas matérias-primas, condi¢des de cultivo, clima, condi¢des experimentais
de preparo do extrato e condi¢des de extracao.

Para o ensaio FRAP, foi observada influéncia significativa da forma de extragao
nos valores encontrados. Estes resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos por
UEDA et al. (2021), que investigaram o processo de extragdo de compostos antioxidantes
de folhas de uvaia utilizando solventes eutéticos profundos (DES), e reportaram valores
de capacidade de redugdo de ferro férrico (FRAP) de 0,51 a 1,78 mmol Trolox/g de
amostra. Ja no ensaio ABTS e ORAC, nao houve influéncia significativa do método de
extragdo utilizado.

A andlise comparativa dos extratos de folhas obtidos pelo método de extragao
ultrassonico e enzimdtico revelou um maior CFT e uma promissora atividade antioxidante
no extrato enzimatico. Assim, dentro das condigdes estudadas, pode-se evidenciar que os
fenolicos do extrato enzimatico apresentam potencial em reduzir o estresse oxidativo in

vitro.

3.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR
LC-ESI-MS/MS

Um total de vinte e trés e um total de vinte e quatro compostos fenolicos foram
identificados por LC-ESI-MS/MS nos extratos otimizados EAO-EAU e EAO-EAE das
folhas de uvaia, respectivamente, dentre eles acidos fenolicos, flavonoides e fenois
(Tabela 5).

A presenca do galato de epigalocatequina (EGCGQG) foi predominante em ambos
os extratos otimizados, sendo cerca de 60% mais elevada na extracdo assistida por
enzimas. Estudos tém relatado que o EGCG pode apresentar efeitos terapéuticos em
patologias como cancer, diabetes, derrame, obesidade, doenga de Parkinson e Alzheimer
(CHOWDHURY et al., 2016). Recentemente, Joseph et al. (2021) demonstraram a
atividade antiviral do EGCG contra o SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 e MERS-CoV in
vitro. Seus efeitos benéficos sdo atribuidos principalmente ao seu papel como
antioxidante e eliminador de radicais livres, os quais estdo relacionados a presenca de
grupos fendlicos sensiveis a oxidagdo, que ¢ aumentada pela existéncia do grupo tri-

hidroxila no anel D dessa catequina (SINGH; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2011; TAO;
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LAMBERT, 2013). No entanto, em alguns contextos celulares, também foi sugerido um

papel como agente pro-oxidante e citotoxico (KIM; QUON; KIM, 2014).

Tabela 5- Teor fendlico individual de extratos de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess) em condigdes otimizadas

Método de extraciao

Extrac¢io assistida por ~ Extracido auxiliada por enzimas

Compostos fendlicos ultrassom (EAO-EAU)* (EAO-EAE)*
(ng/mL) (ng/mL)
Acido benzéico 0,33 +0,04° 0,39 + 0,06
Acido p-aminobenzdico <LOQ <LOQ
Cumarina <LOQ <LOQ
Siringaldeido <LOQ <LOQ
Acido ferulico 0.51 +0,03° 0.75+ 0,01
Acido siringico <LOQ <LOQ
Pinocembrina 0,1 +0,13° 1,03 £0,14?
Galangina <LOQ <LOQ
Apigenina <LOQ <LOQ
Kaempferol <LOQ <LOQ
Epicatequina 17,83+ 0,29° 21,42+ 1,132
Catequina 17,09 + 0,20% 20,03 + 0,88*
Acido elagico n.d n.d
Acido clorogénico 0,59 + 0,062 0,76 £ 0,012
Hesperidina 0,41 £0,03? 0,52 + 0,052
2,5-DHBA (écido 2,5 - 123,99 + 2,65 135,22+ 7,720
dihidroxibenzoico)
2,4-DHBA (dcido 2,4 - 113,97 £ 0,51 126,54 + 1,37°
dihidroxibenzoico)
Luteolina n.d n.d
Acido salicilico 0,10 + 0,032 0,13 +0,01°
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 0,31 +0,01° 0,38 +0,01°
Acido p-cumérico 4,79 £ 0,06° 18,18 £ 2,49?
Acido vanilico <LOQ n.d
Acido galico 47,04 + 4,53 51,30 + 1,98°
4-metilumbeliferona n.d <LOQ
Coniferaldeido <LOQ <LOQ
Acido cafeico 0,48 + 0,03 1,06 + 0,07
Sinapaldeido 0,23 +0,01° 0,23 £0,01°
Acido 3,5-dinitrobenzoico <LOQ <LOQ
Acido sinaptico 0,21+ 0,05 0,23 +0,08°
Crisina <LOQ <LOQ
Naringenina <LOQ 0,44 +0,18
Pinobanksin 0,27 + 0,08° 3,11+£0,01°
Isorhamnetina 0,03 +£0,01° 0,14 £ 0,042
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Galato de epigalocatequina 960,09 = 102° 1552,07 + 111,90°
Isoquercetina 40,39 + 10,42° 67,89 + +£ 8,22
Naringina 0,37+0,01° 0,37 ++0,012

Rutina 163,75 £ 51,62° 264,85 ++ 38,35°

Letras mintsculas distintas na mesma linha representam, respectivamente, uma diferenca significativa
entre os extratos EAO-EAU e EAO-EAE, de acordo com o teste de Tukey a 5% de significancia. <LOQ:
abaixo do limite de quantificagdo (50 pg/mL). n.d: ndo detectado. EAO-EAU (Extrato aquoso otimizado

— Extrag@o assistida por ultrassom), EAO-EAE (Extrato aquoso otimizado - Extragdo auxiliada por
enzimas). * Condigdes otimizadas (corrida 5): tamanho de particula (0,68 mm), volume de solvente (50
mL), tempo de extragdo (60 min). Valores sio resultantes de medidas em triplicata. Fonte: elaborada pela
autora.

A rutina foi identificada como o segundo composto mais abundante na amostra
de folhas de uvaia, em concentracdes superiores as encontradas na polpa da fruta,
conforme relatado por Haminiuk et al. (2014) e variando entre 0,83 e 1,1 ug/g. Esse
flavonoide tem sido objeto de estudos devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, antifingicas, antialérgicas, anticancer e pelo seu potencial no tratamento
de diabetes e hipertensio (ALAM et al, 2017, YINGYUEN; SUKRONG;
PHISALAPHONG, 2020). Além disso, os acidos 2,5-dihidroxibenzoico (2,5-DHBA) e
2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), também compostos fenolicos, possuem importantes
atividades bioldgicas, tais como anti-mutagénica, anti-inflamatdria e antimicrobiana,
conforme descrito por Madureira et al. (2016). De acordo com a Tabela 5, estes acidos
foram encontrados em concentragdes variando de 113,97 a 135,22 ug/mL.

Com base nos resultados obtidos, constatou-se que a extragdo aquosa utilizando
enzimas apresentou um perfil fendlico superior em relagdao a extragdo assistida por
ultrassom, com um aumento significativo de aproximadamente 50%. Ademais, a extracdo
auxiliada por enzimas apresentou teores significativamente mais elevados (p < 0,05) de
Pinocembrina, Acido 3,4-dihidroxibenzoico, Acido cafeico, Pinobanksin, Isorhamnetina
e Isoquercetina, em relagdo aos teores medidos nos extratos ultrassonicos. Esses
resultados corroboram os valores encontrados para o contetdo fenolico total e a atividade
antioxidante in vitro das folhas de uvaia. Portanto, a extracdo aquosa com auxilio de
enzimas mostrou-se mais eficiente na obtengdo dos compostos fenodlicos desejados. E
importante mencionar que estudos que avaliaram o perfil fenolico de extratos aquosos de

folhas de uvaia ainda sdo escassos na literatura.
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3.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) dos extratos aquosos das
folhas de E. pyriformis Cambess obtidos nas condi¢des Otimas de extracdo para onze
bactérias Gram-negativas e seis bactérias Gram-positivas sdo apresentados na Tabela 6.
A atividade antibacteriana observada nos extratos obtidos pelas duas técnicas de extragao
sugere a presenca de uma ampla gama de fitoquimicos com atividade antibidtica, como
acidos fenolicos, fendis simples, quinonas, flavonodis, flavonas e flavonoides. Esses
resultados evidenciam a potencialidade das folhas de uvaia como fonte de compostos

bioativos com propriedades antibacterianas.
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Tabela 6- Concentragdo inibitoria minima (CIM) de extratos aquosos de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) em condi¢des
otimizadas contra dezessete bactérias fitopatogénicas

Cepas

Método de extracao

Extracio assistida por
ultrassom (EAO-EAU)*

Extracao auxiliada por
enzimas (EAO-EAE)*

Bacillus subtilis ATCC 9933 112,15° 335,3¢
Bacillus cereus ATCC 10876 112,15° 335,3?
Listeria monocytogenes ATCC7644 CCT7408 (biofilme) 112,15 335,37
Listeria ivanovii ATCC BAA 139 112,15° 335,3¢
Bactéria Listeria inocua ATCC 3399 112,15° 335,3°
Gram- Listeria monocytogenes ATCC 19111 112,15 335,37
positiva Listeria monocytogenes Scott A 112,15° 335,3%
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - -
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - -
Staphylococcus aureus Fri - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - -
Escherichia coli O157:H7 227,3% 335,32
Escherichia coli ATCC25922 2273 335,3¢
Bé:;":li_a Salmonella Typhimurium ATCC14028 2273 335,37
negativa Salmonella Enteretidis ATCC 13076 227,3" 335,3¢
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 227,3° 335,3¢
Salmonella Heiderberg ATCC 8326 227,3% 335,3°




S7

Os dados s@o expressos em pg/mL. (-): sem inibi¢do. Letras diferentes para a mesma linha indicam diferengas significativas (p <0,05). EAO-EAU (Extrato aquoso
otimizado — Extragdo assistida por ultrassom), EAO-EAE (Extrato aquoso otimizado - Extra¢do auxiliada por enzimas). * Condi¢Ges otimizadas (corrida 5): tamanho de
particula (0,68 mm), volume de solvente (50 mL), tempo de extragdo (60 min). Valores sdo resultantes de medidas em triplicata. Elaborada pela autora.
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Em geral, os extratos aquosos ultrassonicos obtidos apresentaram atividade mais
significativa contra bactérias Gram-positivas. Essa tendéncia também foi observada em outros
estudos, o que sugere que as bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis aos efeitos
antimicrobianos dos compostos fenolicos do que as bactérias Gram-negativas (COMAN et al.,
2018; SINGH et al., 2016; WAFA et al., 2017). A forte eletronegatividade da membrana
externa na parede celular de bactérias Gram-negativas pode enfraquecer as interagdes com
moléculas de compostos fendlicos, que geralmente exibem multiplos grupos hidroxil
associados ao potencial antimicrobiano desses compostos (CHUA et al., 2020; L1 et al., 2014).

Quanto as outras bactérias testadas, a atividade inibitéria dos extratos poderia estar
relacionada com o composto majoritario encontrado, o galato de epigalocatequina (EGCG), que
¢ um excelente composto antimicrobiano contra uma variedade de microrganismos
patogénicos, incluindo bactérias Gram-negativas (FRIEDMAN et al., 2006). Além disso, o
efeito antibacteriano pode ser resultado de uma agao sinérgica de varios compostos bioativos
nos extratos aquosos, uma vez que esses extratos sdo multicomponentes brutos. Angela et al.
(2014) observaram resultados positivos para a atividade antimicrobiana de seis extratos de
folhas de uvaia em relagao as bactérias Gram-positivas, com valores de MIC entre 62,5 ¢ 125
ng/mL e 250 a 1000 ug/mL para as bactérias Gram-negativas.

Observou-se que os extratos aquosos das folhas de uvaia nao exibiram atividade
antibacteriana contra o género Staphylococcus. Essa falta de inibicdo pode ser explicada pela
presenca dos acidos 2,5-DHBA e 2,4-DHBA em ambos os extratos. Liu et al. (2014) relataram
que os sider6foros mamiferos, 2,5-DHBA e 2,3-DHBA, conferem vantagem de crescimento a
E. coli, promovendo a captagao de ferro. De maneira semelhante, a infec¢ao por Staphylococcus
requer a absorcao de ferro do hospedeiro humano, mas o ferro ¢ altamente restrito neste
ambiente. Assim, pode-se inferir que a presenca desses acidos ajudou na absor¢do desse
nutriente e, consequentemente, aumentou a resisténcia desse género frente aos extratos testados.

Com base nos resultados obtidos, a técnica de extracao ultrassonica mostrou-se mais
eficaz na obtencao de um extrato com propriedades antibacterianas mais acentuadas (p<0.05).
Isso pode ser explicado pelo fato de que o ultrassom pode aumentar a solubilidade dos
compostos bioativos, tornando-os mais biodisponiveis para interagir com as bactérias, bem
como dispersar o extrato uniformemente no meio, facilitando a interacdo frente as bactérias.
Além disso, a energia ultrassonica, ao causar microcavitagdes, pode perturbar as membranas
celulares das bactérias, tornando-as mais permedveis a agentes antibacterianos ou causando

danos diretos as células bacterianas (MACIEL, 2021).
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4 CONCLUSAO

Nesta pesquisa, as técnicas de extracdo ndo-convencionais foram exploradas e foram
eficazes na obtengao de altos teores de compostos polifenolicos e atividades biologicas in vitro.
A otimizacdo do processo de extragdo, utilizando particulas de 0,68 mm e 50 mL de agua
destilada por 60 minutos, resultou em uma fonte promissora de compostos polifendlicos,
destacando-se o galato de epigalocatequina, a rutina e o 2,5-DHBA. A extracdo assistida por
enzimas, nas condi¢des otimizadas, foi considerada a mais adequada para obter consideraveis
quantidades de fendis, com atividades antioxidantes e antibacterianas elevadas. Ambos os
extratos otimizados apresentaram atividade antibacteriana contra patégenos Gram-positivos e
Gram-negativos, mas com maior eficicia contra as bactérias Gram-positivas. Os extratos
aquosos otimizados por extracdo assistida por ultrassom (OAE-EAU) e os extratos aquosos
otimizados por extragdo auxiliada por enzimas (EAO-EAE) sdo alternativas vidveis e

sustentaveis para agregar valor as folhas de uvaia, usualmente subaproveitadas.
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CAPITULO 3

PERFIL FENOLICO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA INFUSAO DAS
FOLHAS DE EUGENIA PYRIFORMIS CAMBESS APOS DIGESTAO IN
VITRO: AVALIACAO DA BIOACESSIBILIDADE, EFEITO
ANTIDIABETICO E ANTI-HIPERTENSIVO.

Nota: O texto e os dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos ou adaptados
do artigo submetido em Food Science and Human Wellness, de autoria de Marina
Volpato Dacoreggio, Gabriela Soster Santetti, Heloisa Patricio Inacio, Isabel da Silva
Haas, Bruna da Silva Monteiro Wanderley, Rodrigo Barcellos Hoff, Carlise Beddin

Fritzen Freire, Aniela Pinto Kempka e Renata Dias de Mello Castanho Amboni
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RESUMO

A ingestdo de infusdes de folhas ricas em compostos bioativos tem sido objeto de muitas
pesquisas devido aos seus efeitos benéficos na saide humana e a biodisponibilidade desses
compostos € um fator critico para a sua eficdcia na prevengdo e tratamento de doengas. A
influéncia das etapas da digestdo gastrointestinal in vitro nos compostos fenolicos e atividade
antioxidante da infusdo de folhas de E. pyriformis Cambess foram avaliadas, bem como a
bioacessibilidade e os efeitos antidiabético e anti-hipertensivo dos compostos fendlicos. Todas
as fases da digestdo mantiveram ou apresentaram aumento no teor de fenolicos totais em
comparagdo a fracdo ndo digerida, com aumento de 86% na fase oral e 32% na fase intestinal.
Um total de 26 compostos fendlicos incluindo 4cidos fendlicos, flavonoides e fenodis foram
identificados na amostra nao digerida e digerida (fase oral, gastrica e intestinal). Diferencas nos
perfis e concentragdes dos compostos fendlicos avaliados foram observadas durante a digestao
gastrointestinal in vitro. Embora o potencial antioxidante tenha sido menor apds o processo da
digestdo, a infusdo ainda apresentou capacidade antioxidante elevada ao final desse processo,
sendo o acido fendlico 2,5-DHBA e os compostos fenolicos acido fertlico e acido p-cumarico
(171,57 % e 144,06%, indice de bioacessibilidade, respectivamente), os compostos
antioxidantes predominantes. A infusdo também apresentou porcentagem de inibi¢do para todas
as atividades bioldgicas testadas, variando entre 14% e 21% para a atividade antidiabética e
11% para a atividade anti-hipertensiva. Os resultados obtidos destacam, pela primeira vez, o
valor da infusdo das folhas de E. pyriformis Cambess como fontes bioacessiveis de fenolicos
antioxidantes para consumo humano, potencialmente benéficos para a prevengdo de doengas,

como o diabetes mellitus e a hipertensao.

Palavras-chave: uvaia; decoccao; digestdo in vitro; antioxidante; sindrome metabdlica.
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ABSTRACT

The ingestion of leaf infusions rich in bioactive compounds has been the subject of much
research due to their beneficial effects on human health and the bioavailability of these
compounds is a critical factor for their effectiveness in preventing and treating diseases. The
influence of in vitro gastrointestinal digestion steps on phenolic compounds and antioxidant
activity of E. pyriformis Cambess leaf infusion were evaluated, as well as the bioaccessibility
and antidiabetic and antihypertensive effects of phenolic compounds. All digestion phases
maintained or showed an increase in total phenolic content compared to the undigested fraction,
with an increase of 86% in the oral phase and 32% in the intestinal phase. A total of 26 phenolic
compounds including phenolic acids, flavonoids and phenols were identified in the undigested
and digested sample (oral, gastric and intestinal phase). Differences in the profiles and
concentrations of the phenolic compounds evaluated were observed during in vitro
gastrointestinal digestion. Although the antioxidant potential was lower after the digestion
process, the infusion still showed high antioxidant capacity at the end of this process, with the
phenolic acid being 2,5-DHBA and the phenolic compounds ferulic acid and p-coumaric acid
(171.57% and 144.06%, bioaccessibility index, respectively), the predominant antioxidant
compounds. The infusion also showed a percentage of inhibition for all biological activities
tested, ranging between 14% and 21% for antidiabetic activity and 11% for antihypertensive
activity. The results obtained highlight, for the first time, the value of the infusion of E.
pyriformis Cambess leaves as bioaccessible sources of antioxidant phenolics for human
consumption, potentially beneficial for the prevention of diseases such as diabetes mellitus and

hypertension.

Keywords: uvaia; decoction; in vitro digestion; antioxidant; metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) ¢ uma espécie nativa brasileira da familia
Mpyrtaceae. Seus frutos tém sido extensivamente estudados nos ultimos anos devido as suas
qualidades, particularmente suas capacidades antioxidantes, antibacterianas e bioldgicas, assim
como sua habilidade de gerenciar problemas metabdlicos (KLEIN et al., 2018; RODRIGUES
et al., 2021; SGANZERLA et al., 2021; WANDERLEY et al., 2022). No entanto, ha poucos
estudos que exploram diferentes partes da planta, como suas folhas (KLEIN ez al., 2021, 2018).
Como demonstrado no capitulo anterior, identificamos por meio da andlise LC-ESI-MS/MS
cerca de 23 compostos em duas extragdes aquosas distintas das folhas da uvaia (ultrassonica e
assistida por enzimas), incluindo epigalocatequina galato, rutina, acido 2,5-di-hidroxibenzdico
(2,5-DHBA) e acido 2,4-di-hidroxibenzoico (2,4-DHBA).

A ingestdo de infusdes de folhas ricas em compostos bioativos tem sido objeto de
muitas pesquisas devido aos seus efeitos benéficos na saide humana. Esses efeitos estdo
associados a presenca de compostos fendlicos, incluindo alcaloides, flavonoides, glicosideos e
terpenoides, que apresentam atividade antioxidante (POHL et al., 2016), efeito anti-Alzheimer
(OKELLO; SAVELEV; PERRY, 2004), prote¢do contra o cancer (POHL et al., 2016), doencas
vasculares, hipertensdo e carie dentaria (SOFUOGLU; KAVCAR, 2008), prevencdao da
obesidade (KIM ef al., 2009) e reducdo dos niveis de colesterol no sangue (FUJITA;
YAMAGAMI, 2008). As infusdes fitoterapicas podem ser consideradas bebidas
farmacologicamente ativas, uma vez que fornecem uma das principais matrizes de polifendis
para a dieta humana, tornando-as atraentes para a industria quimica, farmacologica e alimentar.
No entanto, a bioatividade desses compostos pode ser influenciada por fatores como a espécie
vegetal utilizada e a bioacessibilidade dos compostos apos a digestdo gastrointestinal (DE
PAULO FARIAS et al., 2021).

A biodisponibilidade de compostos fenolicos da dieta € um fator critico para a sua
eficacia na prevencdo e tratamento de doencgas. A bioacessibilidade, definida como a fracao do
composto que se torna disponivel para a absorcao intestinal ap6s a digestao, ¢ influenciada por
diversos fatores, incluindo a solubilizagdo e alteracdes estruturais dos polifenodis durante o
processo digestivo (SHAHIDI; PENG, 2018). Os compostos fenolicos da dieta podem diferir
significativamente quanto a sua biodisponibilidade e as propriedades bioldgicas. Nesse caso,
somente os polifenois que forem solubilizados e alterados estruturalmente durante a digestao
serdo realmente bioacessiveis, e por conseguinte, potencialmente biodisponiveis (CAICEDO-

LOPEZ et al., 2019). Estudos recentes avaliaram os efeitos da digestdo gastrointestinal na
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bioacessibilidade de polifendis (DE LIMA OLIVEIRA et al., 2020; DE PAULO FARIAS et
al., 2021; INADA et al., 2020), e atividades biologicas, como antidiabética e anti-hipertensiva
(FERNANDEZ; LABRA, 2013; SANTANA ANDRADE et al., 2022) em espécies nativas
subutilizadas no Brasil, como o jambolado, uvaia, guabiroba e jambo vermelho.

O Diabetes Mellitus e a hipertensdo sdo duas condi¢des médicas comuns e
frequentemente associadas. Salehi e colaboradores (2019) definem o Diabetes como um
conjunto de doencas metabolicas caracterizado pela deficiéncia na produgdo de insulina ou
redugdo da sensibilidade dos tecidos a sua acdo. Geddes (2020), por sua vez, descreve a
hipertensdo como uma condi¢do em que os niveis de pressdo sanguinea nas artérias estao
elevados. Embora possuam diferentes impactos no organismo humano, ambas as doencas tém
sido relacionadas inversamente ao consumo de compostos fenolicos, tais como flavonoides e
acidos fenolicos. Estudos indicam que algumas plantas medicinais t€ém sido eficazes como
inibidoras naturais de glicosidases e/ou enzimas conversoras de angiotensina 1 (ECA),
apresentando atividade antidiabética e anti-hipertensiva (SANTANA ANDRADE et al., 2022).
Diante disso, os produtos naturais a base de plantas sdo opgdes atraentes para o
desenvolvimento de novos tratamentos antidiabéticos e anti-hipertensivos, dada a facil
disponibilidade e baixo custo.

Até o momento ndo ha estudos que demonstrem os potenciais antioxidante e biologico
da infusdo de folhas de uvaia ap6s a digestdao gastrointestinal in vitro, ou que relatem o perfil
fenolico dessa infusdo apos a digestdo simulada. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo
analisar a influéncia da digestdo gastrointestinal simulada, utilizando um modelo in vitro, na
bioacessibilidade de compostos fenolicos e nas atividades antioxidante, antidiabética e anti-

hipertensiva da infusdo de folhas de uvaia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. O etanol, n-hexano,
acetato de etila, hidréxido de s6dio (NaOH) e acido cloridrico (HCI) foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Padrdes analiticos (pureza > 95%) de apigenina, isorhamnetina,
pinobanksina, acido fertlico, acido sinapico, acido p-aminobenzoico, acido p-cumarico, 4-
metilumbeliferona, 4cido vanilico, rutina, naringina, (+)-catequina, sinapaldeido, acido cafeico,
acido clorogénico, coniferaldeido, siringaldeido, crisina, hesperidina, acido siringico,
quercetina, naringenina, (—)-epigalocatequina galato, (—)-epicatequina, pinocembrina,
galangina, 4cido salicilico, 4cido gélico, 4cido benzodico, acido 3.,4-dihidroxibenzoico e
luteolina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Agua ultrapura (tipo I) com
resistividade minima de 18,2 MQ cm foi obtida de um sistema de purificagdo Milli-Q® da
Millipore (Molsheim, Franga). Dimetil sulféxido (DMSO), metanol (MeOH) e acetonitrila
(ACN) de grau HPLC foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha), e 4cido férmico de
grau HPLC foi adquirido da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). As enzimas alfa-amilase de
Aspergillus oryzae (A10065; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), pepsina de mucosa
gastrica de porco (P7125; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), pancreatina de pancreas de
porco (P7545; Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), sais biliares (taurocolato de sodio
hidratado, glicodeoxicolato de sddio e taurodeoxicolato de sddio hidratado), Folin—Ciocalteu,
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), ABTS+ [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)],
Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), alfa-amilase (86250), DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico), alfa-glicosidase (A7420), pNP (4-nitrofenil N-acetil-B-D-
glicosaminideo), ACE (enzima conversora de angiotensina, humana, SAE0075), FAPGG
(substrato furilacriloil-fenilalanilglicil-glicina) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,

Missourt).

2.2 COLETA E PREPARACAO DAS FOLHAS DE UVAIA

Em julho de 2019, folhas da planta Eugenia pyriformis Cambess, conhecida como
uvaia, foram coletadas em Gravatal, Santa Catarina, Brasil, com coordenadas geograficas S 28°
328' 239" e W 49° 072' 065". Um exemplar da planta foi depositado no Herbario da
Universidade Federal de Santa Catarina, recebendo o codigo FLOR 68473 para identificacao.
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Para a sele¢do das folhas utilizadas no estudo, foram escolhidas aquelas com uniformidade de
cor, e aquelas que apresentavam sinais de podridao, lesdes ou defeitos foram descartadas.
ApOs a coleta e selecdo, o material vegetal foi higienizado usando gaze umedecida em
agua destilada e, posteriormente, seco em um forno de circulagdo de ar forcado a 40 + 5 °C por
6 dias. Apds a secagem, as folhas foram moidas em um moinho de faca (IKA, A11, Alemanha)
até alcangarem duas diferentes granulometrias, 0,68 mm e 1,40 mm, seguindo o método de
Makanjuola (2017). As amostras foram devidamente embaladas em pacotes de polietileno,

etiquetadas e armazenadas em temperatura de -18 £ 2 °C.

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um experimento com um delineamento fatorial fracionario 2°7! para
determinar as condigdes ideais para a extragdo aquosa de compostos fendlicos das folhas de
uvaia. As varidveis usadas foram: tempo, volume do solvente e tamanho das particulas das
folhas. A quantidade de folhas secas em po6 usadas no procedimento de extragdo foi mantida
constante (1 g). O experimento foi composto por oito combinagdes de varidveis independentes,
selecionadas com base em estudos anteriores. Todas as experiéncias foram realizadas em ordem
aleatoria para minimizar o efeito da variabilidade nao explicada nas respostas obtidas. As
variaveis e os niveis do experimento sdo apresentados na Tabela 7. A variavel resposta foi o
contetdo fenolico total (CFT) da infusdo. A infusdo aquosa de uvaia otimizada com o maior
CFT foi escolhida para ser caracterizada quanto ao seu contetdo e perfil fendlico, atividades

antioxidante, antidiabética e anti-hipertensiva apds o processo de digestdo simulada in vitro.

Tabela 7- Combinagao entre as variaveis e os niveis do delineamento experimental para a extragdo de
compostos fendlicos totais da infusdo de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Variaveis independentes

- Variavel

Tratamentos Tempo (min) Tamanhz) nifl ;)artlcula Tem(p()%r;ltura dependente

1 5 0,68 85

2 5 0,68 85

3 5 1,40 90

4 5 1,40 90 Compostos fenolicos

5 10 0,68 85 totais

6 10 0,68 85

7 10 1,40 90

8 10 1,40 90

Fonte: elaborado pela autora
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2.4 PREPARO DA INFUSAO DE FOLHAS DE UVAIA

O procedimento para produgdo do extrato foi adaptado de Larrauri et at. (1997). Em
resumo, 250 mL de agua potavel foram aquecidos a 85°C. Em seguida, a infusdo foi preparada
despejando agua fervente em 1 g das folhas moidas, deixando repousar por dez minutos.

A infusdo foi filtrada com papel filtro quantitativo ("Whatman' n® 40) e o filtrado foi

armazenado em frascos ambar, identificado e mantido congelado a -18 + 2 °C até o uso.

2.5 DIGESTAO SIMULADA IN VITRO PARA INFUSAO

A simulagdo estatica da digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada conforme
metodologia descrita por Minekus et al. (2014). Brevemente, a digestdo consistiu-se em trés
fases, denominadas fases oral, géstrica e intestinal. A amostra controle (ndo digerida) foi
submetida as mesmas condi¢des de digestdo in vitro (tempo e temperatura) mas sem a presenca
das enzimas (oa-amilase, pepsina, pancreatina) e sais biliares (taurocolato de sodio hidratado,
glicodesoxicolato de sodio e taurodesoxicolato de sodio hidratado). Na fase oral, 5 mL do
extrato, fluido salivar a pH 7,0 e enzima a-amilase (75 U/mL) foram agitados (100 x g) por 2
minutos a 37 °C. As amostras foram entdo submetidas a fase gastrica para a sequéncia da
digestao simulada. Nesta fase, o liquido gastrico (pH 3,0), pepsina (2000 U/mL) e CaCl» (0,075
mol/L) foram adicionados a mistura oral e mantidos em um banho termostatico por 2 ha 37 °C.
Apods a digestdo gastrica, a mistura foi submetida a fase intestinal pela adi¢dao de fluido
intestinal, pancreatina (800 U/mL), sais biliares (10 mol/L) e CaCl, (0,3 mol/L), com o pH
ajustado para 7.0 com NaOH 1 mol/L. A mistura intestinal foi incubada por 2 h em banho
termostatico a 37 °C. No final de cada fase da digestdo uma aliquota foi coletada e analisada
quanto ao teor e perfil de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante (pelos ensaios
de ABTS e DPPH). Ao final da digestdo as atividades anti-hipertensiva e antidiabética foram

avaliadas.

2.6 BIDACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS FENOLICOS

O efeito da digestdo in vitro na composi¢do dos compostos fenolicos individuais da
infusdo foi avaliado, em triplicata, utilizando o indice de bioacessibilidade (BI) calculado pela

Equagdo 1 (Ortega et al., 2011).
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A
BI (%) = 100 * = (1)

Onde A ¢ a concentracdo de cada composto fendlico individual no final da fase
intestinal e B ¢ a concentragdo de cada composto fendlico na amostra antes da digestdo in vitro

(ndo digerida).

2.7 ATIVIDADE ANTIDIABETICA (INIBICAO DA ALFA-AMILASE E ALFA-
GLUCOSIDASE)

Um ensaio inibidor de a-amilase foi realizado de acordo com o método de Ademiluyi
e Oboh (2013), com modifica¢des. Em tubos de ensaio foram adicionados 50 pL da amostra
digerida diluida em diferentes concentracdes (4000 pug mL™! (concentragdo padrio da infusio
de uvaia), 2000 ug mL! e 1000 ug mL!) e 500 pL da solug¢ido de o-amilase (0,5 mg/mL)
preparada em tampao fosfato de sodio 20 mM (pH 6,9). O contetido de cada tubo foi pré-
incubado a 25 °C por 10 min. Apo6s, foram adicionados 500 pL de solug¢do de amido a 1% e as
misturas reacionais foram incubadas a 25 °C durante 10 min. A reagdo foi interrompida pela
adi¢dao de 1 mL do reagente DNS e, posteriormente, incubada em agua fervente por 5 min e
resfriada a temperatura ambiente. O contetido de cada tubo de ensaio foi diluido com 10 mL de
agua destilada e a absorbancia foi medida a 540 nm. Um controle foi preparado, usando o
mesmo procedimento descrito anteriormente, exceto que a amostra digerida que foi substituida
por tampao fosfato de s6dio 20 mM.

A atividade inibitéria da a-glucosidase foi determinada de acordo com o método
descrito por Apostolidis et al. (2007). Foram misturados 1 mL da amostra digerida, diluida em
diferentes concentracdes (4000 pg mL™! (concentracdo da infusio de uvaia apods a digestdo),
2000 ug mL™" e 1000 ug mL™") com 2 mL da solugdo de a-glucosidase e incubados durante 10
min, a 25 °C. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de pNP (5 mM) e as amostras fora
incubadas durante 5 min a 25 °C. A absorbancia foi lida a 405 nm. Um controle foi preparado,
usando o mesmo procedimento descrito anteriormente, exceto que a amostra digerida que foi
substituida por tampao fosfato de soédio 0,1 M. A atividade inibidora da a-amilase e a atividade
inibidora da a-glucosidase, expressas em % de inibi¢do, foram calculadas pela diferenca entre
a absorbancia do controle e absorbancia da amostra, dividido pela absorbancia do controle,

VEZES CCm.
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2.8 ATIVIDADE ANTI-HIPERTESIVA

A atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina [ (ECA) foi determinada
de acordo com Elavarasan e Shamasundar (2014) e Raghavan e Kristinsson (2009). Uma
aliquota de 200 pL da amostra digerida, diluida em diferentes concentra¢des (4000 pg mL!
(concentragio da infusdo de uvaia apds a digestdo), 2000 pg mL! e 1000 pg mL ™), 100 puL da
solugdo 50 mU de ACE ¢ 2 mL de uma solucdo 0,5 mM do substrato furilacriloil-
fenilalanilglicil-glicina (FAPGG) foram adicionadas em tubos de ensaio. O conteudo de cada
tubo foi incubado a 25 °C por 30 min. A absorbancia foi lida a 340 nm. Um controle foi
preparado, usando o mesmo procedimento descrito anteriormente, exceto que a amostra
digerida que foi substituido por tampao Tris-HCl 50mM. A inibicdo percentual da atividade
ECA foi calculada, utilizando-se Equagao 2:

% inibicio da atividade ECA= 42sControle—AbsAmostras o 41 2)

AbsControle

onde AbScontrole € @ absorbancia da amostra controle € AbSamostras @ absorbancia das

amostras digeridas.

2.9 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE IN VITRO

A quantificagdo do teor de fendlicos totais foi realizada pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, com modificacdes (BONOLI et al., 2004). O teor de compostos fenolicos
totais das folhas foi expresso em mg de equivalente de 4cido galico por mL de infusdo
(EAG/mL de infusdo). A atividade do radical DPPH foi medida usando o método de Brand-
Williams et al. (1995), enquanto a atividade do radical ABTS foi medida usando a metodologia
de Re ef al. (1999). Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalentes por mL de

infusdo (umol Trolox/mL).

2.10 ANALISE LC-MS/MS DE COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

A identificagdo e quantificagdo de compostos fendlicos individuais na infusdo nao

digerida e digerida (fases oral, gastrica e intestinal) foram realizadas de acordo com o método
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descrito por (SERAGLIO et al., 2018) Solugdes-padrao estoque de cada composto foram
preparadas dissolvendo 10 mg de padrdo analitico, com as seguintes excec¢des: isorhamnetina
(12,5 mg) e pinobanksina (11,5 mg) foram dissolvidas em 10 mL de MeOH e hesperidina foi
dissolvida em 10 mL de DMSO. Todas as solu¢des foram armazenadas a 4°C. Uma solucao
intermedidria contendo todos os compostos padrao (1 pg/mL) foi preparada em metanol. A
infusdo foi obtida de acordo com o descrito no item 2.3. As medi¢des de cromatografia liquida-
espectrometria de massas com ionizagao por electrospray em tandem (LC-ESI-MS/MS) foram
realizadas em um sistema cromatografico Agilent 1290 series (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, USA) acoplado a um espectrometro de massas hibrido quadrupolo-linear trap
QTRAP 5500 (Sciex, Foster City, CA) equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray
(ESI). A taxa de fluxo adotada foi de 300 pL/min, e um volume de 5 pL foi injetado para todas
as solucdes padrao e amostras. A fase movel foi composta por solvente A (dgua com 0,1% de
acido formico) e solvente B (ACN com 0,1% de acido formico). O gradiente da fase movel foi
programado da seguinte forma: 98% de A (v/v) de 0 a 4,0 min, 98-80% de A (v/v) de 4,0 a 7,0
min, 80-10% de A (v/v) de 7,0 a 14,0 min, 10% de A (v/v) de 14,0 a 15,0 min, 10-98% de A
(v/v) de 15,0 a 17,0 min. O tempo total de execucao foi de 17 min e o tempo de equilibrio da
coluna entre cada execugdo foi de 4 min. A coluna foi mantida a 40°C. Os parametros
especificos de cada analito foram otimizados usando a infusdo direta de solug¢des padrdo para

cada composto quimico, como mostrado no Apéndice A.

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA), com
intervalos de confianca de 95%, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05)
usando o software SASM-Agri versao 8,2. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e
os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Uma andlise multivariada foi
realizada para examinar a influéncia dos compostos fenolicos individuais na digestao
gastrointestinal in vitro. Para isso, foram utilizadas a analise de componentes principais (PCA)
e a analise de agrupamento hierarquico (HCA), ambas com variaveis padronizadas (0,1). Para
o HCA, o método de agrupamento do algoritmo de Ward e a medida de distancia euclidiana
foram utilizados. A analise multivariada foi conduzida através do software Origin Pro 2022

(OriginLab Co., Northampton, USA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A Tabela 8 apresenta os tratamentos elaborados pela combinagdo do tempo,
temperatura e tamanho de particula em relagdo ao contetido fenodlico total dos extratos. Os
resultados indicam efeito significativo (p < 0,01) para todas as varidveis e suas combinagoes,
onde o efeito das variaveis ¢ diretamente relacionado com a maior quantidade e exposi¢ao dos
compostos bioativos das folhas de uvaia. Foi possivel observar também um efeito altamente
significativo (p < 0,01) para a variavel correspondente ao tamanho de particula, mantendo o

comportamento encontrado pela extragdo EAE (Capitulo 2).

Tabela 8- Analise de variancia para o conteudo fenolico total (CFT) da infusdo com base no
tempo de extragdo, temperatura do solvente e tamanho das particulas das folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess).

. GL CFT
Variavel
Quadrado médio
T 1 18747,01*
TP 1 206775,2996*
V 1 1175178,69*
TxTP 1 42698,56*
TxV 1 179733,71*
TPxV 1 291077,33*
TxTPxV 1 420127,38*
Total 23
C.V (%) 1,05

T: Temperatura, TP: tamanho de particula, V: volume, GL: Graus de liberdade. C.V: Coeficiente de variago. *:
Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns: Nao significativo a 5% de probabilidade de erro. CFT: Contetido
fenolico total. Elaborado pela autora

O comportamento da resposta em fungdo das varidveis tempo e tamanho de particula
seguiu a mesma tendéncia apresentada para as extracdes EAU e EAE (Capitulo 2). Ou seja,
quanto maior o tempo € menor o tamanho de particula, melhor foi a resposta em relagdao ao
conteudo fendlico total (Tabela 9).

No que se refere a temperatura, o0 aumento da mesma durante a extragdo promoveu
maior solubilidade de analitos, aumentando tanto a solubilidade quanto a taxa de transferéncia
de massa e, consequentemente, nesse caso, o conteudo fenolico total (SAKLAR AYYILDIZ et

al., 2018). Resultados semelhantes foram relatados por Guo et al. (2016) ao estudarem o
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processo de extragdo de polifendis a partir do cha verde. Assim, a combinagdo dos parametros
que resultaram em melhor desempenho na recuperagdo de CFT das folhas de uvaia utilizaram

particulas de 0,68 mm por 10 minutos a 85°C (ensaio nimero 5).

Tabela 9- Niveis de variaveis e resposta do contetido fendlico total (CFT) da infusdo com base
no tempo, temperatura e tamanho das particulas das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis

Cambess)
Niveis das variaveis Resposta®
Ensaio®  Tempo  Tamanho de particula
(min) (mesh) Temperatura (°C) CFT®

1 -1(5) -1 (0,68) -1 (85) 2517,54
2 -1(5) -1 (0,68) -1 (85) 2732,92
3 -1(5) +1 (1,40) +1 (90) 2901,13
4 -1(5) +1 (1,40) +1 (90) 2146,77
5 +1 (10) -1 (0,68) -1 (85) 3095,49
6 +1 (10) -1 (0,68) -1 (85) 2435,49
7 +1 (10) +1 (1,40) +1 (90) 2781,13
8 +1 (10) +1 (1,40) +1 (90) 2209,85

aExperimentos foram conduzidos randomicamente. ® CFT = Compostos fenolicos totais. ¢ ug EAG/g (EAG:
equivalente de acido galico). Valores sdo resultantes de medidas em triplicata. Elaborada pela autora

3.2 EFEITO DA DIGESTAO NO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

Os resultados dos compostos fendlicos totais e da capacidade antioxidante da infusdo
antes e apds o processo de digestdo in vitro estao apresentados na Figura 2. A digestdo
influenciou o teor fendlico, onde as fases oral e intestinal aumentaram significativamente o
conteudo fenolico total em comparacdo com a infusdo ndo digerida (aumento de 86% e 36%,
respectivamente). A fase géstrica apresentou um contetudo de fenolicos totais (66,61 + 7,73 mg
EAG/mL) préximo (p > 0,05) ao encontrado na amostra nao digerida (69,39 = 1,27 mg
EAG/mL).
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Figura 2- Fendlicos totais (a) e capacidade antioxidante (b) da infusdo de folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess) antes e apos digestdo gastrointestinal in vitro
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ND: Nao digerida; FO: Fase Oral; FG: Fase gastrica; FI: Fase intestinal; CFT: contetdo fendlico total;
ABTS; :DPPH. (a) Letras minusculas iguais significam que ndo houve diferenga estatistica entre as médias
das fases da digestdo para CFT, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. (b) Letras minusculas iguais
significam que ndo houve diferenga estatistica entre as médias de capacidade antioxidante do método DPPH em
relagdo ao ABTS, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Elaborada pela autora.

As folhas, em geral, possuem suas fibras constituidas de diferentes polissacarideos,
incluindo celulose, hemicelulose e pectina. J& os fendlicos ligados a sua parede celular sdo
principalmente polifenéis nao extraiveis. Esses polifendis formam complexos
macromoleculares de polissacarideos com estruturas complexas de rede. Desta forma, a
liberacao desses polifenois pode ter sido auxiliada pela enzima a-1,4- amilase presente na fase
oral (RIBAS-AGUSTI et al., 2018). Durante a fase intestinal também houve liberagdo de
fenolicos, e isso pode ter ocorrido devido a a¢do de enzimas microbianas, provenientes de
bactérias comumente presentes no intestino grosso, que poderiam causar na liberagdo de
polifendis nao extraiveis (CASSANI et al., 2018).

A capacidade antioxidante avaliada pelos métodos de DPPH e ABTS das amostras de
infusdo digeridas e ndo digeridas apresentou comportamento distinto para cada método. Os
componentes antioxidantes medidos pelo método de sequestro de radicais DPPH, apresentaram
uma atividade antioxidante significativamente maior na maioria das fases, exceto na fase
gastrica, em comparag¢d@o com a amostra ndo digerida. A fase intestinal apresentou o resultado
de maior significancia para atividade antioxidante em relagdo ao método DPPH. O aumento
observado na capacidade antioxidante sob as condigdes intestinais tem sido atribuido a
desprotonacao das porgdes hidroxila presentes nos anéis aromaticos dos compostos fendlicos
(COMERT; GOKMEN, 2022). Por outro lado, para os componentes capazes de sequestrar o
radical ABTS, a atividade medida na fase intestinal e oral foi significativamente menor quando

comparada a amostra ndo digerida. Isto pode ser justificado pelo fato de que os compostos
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fenolicos podem existir de diferentes formas (formas livres, conjugadas e ligadas) e cada
metodologia para capacidade antioxidante age sequestrando formas diferentes (KOLTOVER;
SKIPA, 2023; ZHONG; SHAHIDI, 2015). Os resultados mostram que o processo da digestao
gastrointestinal in vitro liberou com sucesso os compostos fenolicos da matriz alimentar,
provavelmente como resultado de diversas a¢des enzimaticas (a-amilase, pepsina, pancreatina)

e mudangas no pH.

3.3 ANALISE LC-MS/MS DE COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

A Tabela 10 mostra o perfil fendlico da infusdo de folhas de uvaia antes e apds a
digestdo gastrointestinal in vitro. Um total de 26 compostos fenolicos foram identificados,
incluindo 4cidos fenolicos, flavonoides e lignanas na amostra ndo digerida e durante as trés
fases da digestdo (oral, gastrica e intestinal).

A amostra ndo digerida e as amostras das fases oral e intestinal apresentaram como
composto fenolico majoritario o acido 2,5-DHBA (2,5 - 4cido dihidroxibenzobico), na seguinte
ordem: amostra nao digerida > amostra fase intestinal > amostra fase oral. Os valores foram
significativamente diferentes entre si. O 2,5-DHBA é um composto fendlico que possui
antimicrobiano

bioatividades anti-inflamatorio e

(MADUREIRA; PEREIRA; PINTADO, 2016).

relevantes, como antimutagénico,

Tabela 10- Teor de fendlicos individuais da infusdo de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess) antes e ap0s a digestao gastrointestinal in vitro

(continua)
Compostos fenolicos (ug/mL) ND FO FG FI
Acido benzéico 26284101  67,33*+£50 2692°+1,26 31,32°+0,79
Acido p-aminobenzodico nd nd 38,7+2,32 nd
Siringaldeido 12,59+ 1,39 26,3242,39  12,66°+2,36  13,75"+ 1,38
Acido fertlico 14,56°+2,01  51,88°+4,1 14,349+1,22 24,98+ 3,35
Acido siringico 30,12°42,92  322°+2,17  30,14°+3,14 30,45°+3,12
Pinocembrina nd 438°+0,04 1648 +2,68  5,26°+0,07
Galangina 10,74 + 0,87 nd nd 10,73+ 1,13
Apigenina nd 10,87°£ 0,7  10,98*+ 0,86 nd
Kaempferol nd nd 26,46 + 1,32 nd
Epicatequina 14,04°£ 0,45 15,0424 20,63+ 1,44 nd
Catequina nd 33,14°+ 1,1  39,29°+225 32,99°+2.86
Acido clorogénico 21,28°+2,83  33,14°+0,4  30,57°+2,11 12,149+2,11
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Tabela 10- Teor de fendlicos individuais da infusdo de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis
Cambess) antes e ap0s a digestao gastrointestinal in vitro

(conclusdo)
Compostos fendlicos (ng/mL) ND FO FG FI
Hesperidina 5,97° + 0,04 4,39°+ 0,01 24,93*+ 1,26 4,39°+ 0,04
2’3}&?32&2;‘1‘1’0%)5 - 174,65 £728 1258 +47  74920+4,15  160,56°+9,8
z’fl’iggf)/;éizlz‘l‘i’ci’f - 40,07°+£321  7999°+55 11,64 131  46,02°+7,71
Acido gélico nd 63,520£5,7 20,69+ 1,02 10,92+ 1,24
Acido cafeico 36,26 +2.25 38,10+ 3,6 nd nd
Sinapaldeido nd 6,31 £0,26 nd nd
Acido sinaptico nd 39,72 +2,5 nd nd
Naringenina 10,58+ 0,96 13,87+ 1,2 10,46° £+ 0,08 nd
Quercetina nd 25,11°+£25  28,67°+1,24 nd
Isoquercetina 60,09* + 1,15 42,45°+ 31 172,28+ 10,8 nd
Rutina 109,61° + 7,25 85,58+ 5,7 4734*+ 123 nd

<LOQ: abaixo do limite de quantificagdo (50 pg/mL). nd: ndo detectado. ND (ndo digerido), FO (fase oral), FG (fase
gastrica) e FI (fase intestinal). Letras mintsculas iguais na mesma linha significam que nao houve diferenca estatistica entre
as médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Valores sdo resultantes de medidas em triplicata. Elaborada pela
autora.

Dentre todas as fases avaliadas, a fase gastrica apresentou a maior concentracdo no
numero total de compostos fendlicos individuais identificados, acima de 95% em relagdo a
amostra ndo digerida. A fase oral também apresentou alta taxa de liberagdo, em torno de 44%.
Jé durante a fase intestinal houve uma redugao proxima a 33%. A reducao do teor de compostos
fendlicos observados apos a digestdo intestinal pode estar associada a sensibilidade desses
compostos a faixa de pH 7-11, uma vez que a hidrolise desses compostos em moléculas menores
durante o processo digestivo resulta em moléculas menos estaveis (DE PAULO FARIAS et al.,
2021). Estes resultados podem ser verificados na Figura 3, que ilustra a soma dos compostos

individuais apds o processo de digestdo gastrointestinal in vitro da infusao.
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Figura 3- Soma dos compostos fenolicos individuais da infusdo de folhas de uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess), antes e apds digestdo gastrointestinal in vitro
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ND: Nao digerida; FO: Fase Oral; FG: Fase gastrica; FI: Fase intestinal. Letras iguais significam que nao houve
diferenca estatistica entre as médias pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Elaborada pela autora.

Em geral, os compostos fendlicos sdo altamente sensiveis ao pH e as enzimas
digestivas, resultando em uma reducdo consideravel em suas concentragdes ao longo do
processo de digestdo (SPINOLA; LLORENT-MARTINEZ; CASTILHO, 2018). De fato,
muitas dessas matrizes tém uma estrutura porosa muito complexa que retém polifenois intactos
e os protegem para sobreviver a digestdo gastrointestinal, como pode ser o caso da folha de
uvaia (MA et al., 2020; YU et al., 2019).

Para avaliar a estabilidade e as mudangas no perfil de compostos fendlicos da infusao
durante a simulagdo gastrointestinal in vitro, o indice de bioacessibilidade foi calculado apos a
digestdo completa e os resultados estdo apresentados na Tabela 11. Os indices de
bioacessibilidade dos compostos fenolicos da infusao apresentaram variabilidade, podendo ser
justificada pelo comportamento dos compostos durante o processo digestivo. Apenas 10 dos 26
compostos identificados apresentaram bioacessibilidade, o que provavelmente pode ter relagao

com a composi¢ao da folha de uvaia, estabilidade e capacidade de absor¢ao dos compostos.
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Tabela 11- Indice de bioacessibilidade de compostos fenolicos apos processo de digestio
gastrointestinal in vitro da infusdo de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess)

Compostos fenolicos indice de bioacessibilidade (%)
Acido benzbico 118,85
Siringaldeido 109,21
Acido fertlico 171,57
Acido siringico 101,10
Galangina 99,91
Acido clorogénico 57,07
Hesperidina 74,04
2,5-dhba 91,93
2.4-dhba 114,85
Acido p-cumérico 144,06

Valores sdo resultantes de medidas em triplicata. Fonte: elaborada pela autora.

Os compostos fenolicos sdo encontrados principalmente como conjugados de O- ou
C-glicosideos na natureza e sofrem certas alteracdes durante a digestdo no sistema
gastrointestinal superior (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009). Uma vez no intestino
delgado, esses compostos sdo extensivamente degradados por glicosidases citosolicas,
liberando aglicona e degradando-os em dacidos fendlicos (ANGELINO et al, 2017). A
microbiota intestinal pode mudar a estrutura dos compostos fendlicos enquanto passa pelo
colon, como rearranjo estrutural e a adi¢cdo ou remog¢ao de grupos hidroxila e metoxila, o que
afeta o metabolismo dos polifenois (WANG et al., 2022). Verificou-se que alguns compostos
fendlicos presentes na infusdo, mesmo ndo sendo majoritarios nas fases da digestao,
apresentaram alta bioacessibilidade, com énfase para o &cido feralico (171,6 %) e o acido p-
cumdrico (144,1%). Estes compostos possuem a¢do anti-inflamatoria, antibacteriana,
antifungica e antitumoral (GARCIA-JIMENEZ et al., 2018; KOH, 2012). Ainda, galangina,
acido clorogénico, hesperidina and 2,5-DHBA apresentaram indices elevados de
biocessibilidade (99,91 %, 57,07 %, 74,04 % and 91,93 %, respectivamente). Esses compostos
apresentam atividades promissoras na melhoria da inflamagdo, tumores, estresse oxidativo,
artrite, obesidade, diabetes, hipertensdo danos neuronais, distirbios cardiovasculares, entre
outros (CHRISTIE; ALFENITO; WALBOT, 1994; ESTEVEZ BRITO et al., 2017; NAVEED
et al., 2018). A maioria dos compostos fendlicos presentes nas plantas existem na forma
glicosilada, de éster ou polimérica, e seu metabolismo influencia fortemente a
biodisponibilidade destes compostos (YANG et al., 2022). Como os fendlicos geralmente

existem em estruturas complexas, sua deteccdo tem variabilidade significativa. O método
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analitico utilizado ¢ baseado na razdo massa/carga (m/z) e a maioria dos polifenois sdo
suscetiveis a degradagdo em condi¢des alcalinas. Como resultado, esses compostos podem ser
facilmente convertidos em outras formas estruturais desconhecidas e/ou ndo detectadas
(D’ARCHIVIO et al., 2007).

A anélise de componentes principais (Figura 4 (a)) revelou que os dois primeiros
fatores PC1 (24,61%) e PC2 (67,70%) explicaram 92,31% da variancia total dos compostos
fendlicos durante o processo de digestdo in vitro, o que pode ajudar a entender como os
compostos sdo liberados e metabolizados durante esse processo. A maioria dos compostos
fenolicos foi associada a fase oral e a amostra ndo digerida (PC1). Durante a fase gastrica, a
isoquercetina e a rutina foram os principais compostos fendlicos observados, enquanto a fase
intestinal foi principalmente associada ao 2,5- acido dihidroxibenzoico.

Ademais, realizou-se o HCA (Figura 4 (b)) com o objetivo de distinguir grupos de
compostos fendlicos durante a digestdo in vitro e visualizar melhor os compostos com
comportamento semelhante, visto que a andlise PCA apresentou um extenso aglomerado de
componentes. A analise criou uma matriz de similaridades entre os compostos detectados e
combinou aqueles com maior semelhanga em trés clusters principais. O primeiro cluster,
composto principalmente por acidos fenolicos e flavonoides, incluiu 14 compostos fendlicos,
ja& o terceiro cluster, representado principalmente por acidos fendlicos (n=7), incluiu 10
compostos fendlicos. Ambos evidenciam a ampla associacdo e semelhante comportamento
entre esses compostos. Em contraste, o segundo cluster consistiu apenas da rutina e 2,5- acido
dihidroxibenzdico, que foram distinguidos dos demais compostos no PCA (Figura 4 (a)),
mostrando que esses compostos nao apresentaram associagdo com nenhuma das fases
avaliadas, isto €, apresentaram um comportamento diferente dos demais compostos analisados,
durante o processo digestivo. Essa abordagem multivariada permitiu uma compreensao mais
aprofundada e abrangente dos compostos estudados, além de confirmar os resultados discutidos

anteriormente.
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Figura 4 - Anélise dos componentes principais (a) e analise de agrupamento hierarquico (b) dos compostos
fenolicos individuais da infusdo das folhas de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess) antes e depois da digestao
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3.4 ATIVIDADE ANTIDIABETICA E ANTIHIPERTENSIVA DA INFUSAO DE
UVAIA APOS DIGESTAO SIMULADA IN VITRO

A infusdo das folhas de uvaia apos digestdo simulada in vitro apresentou porcentagem
de inibi¢do para todas as concentracdes e enzimas testadas (Tabela 12). As maiores inibigdes
ocorreram para a infusdo na sua concentragiio padrio (4000 pg mL™) sendo de 21%, 14% e

11% para inibi¢ao da a- amilase, a-glucosidase e ACE, respectivamente.

Tabela 12- Atividade antidiabética e anti-hipertensiva da infusdo digerida das folhas de uvaia
(Eugenia pyriformis Cambess), em diferentes concentragdes

Extrato Inibi¢ao da a-amilase Inibicao da a-glucosidase Inibi¢ao da ECA*
(ngmL™) (%) (%) (%)
1000 0,68 £ 0,08¢ 7,57 £0,53¢ 7,28 +£0,14¢
2000 8,90 + 0,78° 12,44 +0,28° 9,75 £ 0,09°
4000** 21,70 + 1,18° 14,54 £ 0,50° 11,17 £0,12°

*Letras minusculas distintas na mesma coluna representam, respectivamente, uma diferenga significativa entre a
concentragao do extrato testada, para cada uma das inibi¢des, de acordo com o teste de Tukey a 5% de
significancia. *ECA: enzima conversora de angiotensina I. ** Concentracdo da infusdo de uvaia apds a digestao.
Valores sdo resultantes de medidas em triplicata. Elaborada pela autora.
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O metabolismo dos carboidratos envolve concisamente a quebra do amido pela a-
amilase para produzir maltose, maltotriose e a-dextrina, e pelas a-glucosidases (como maltase
e sacarase) que agem convertendo esses compostos em monossacarideos facilmente digestiveis
(ARUMUGAM; MANJULA; PAARI, 2013; SOUMYA; SRILATHA, 2011). Compostos
fenolicos, especialmente flavonoides e derivados de acido fenolico, sdo os principais compostos
com acdo antidiabética. Estudos tém demonstrado que extratos ricos em fendlicos inibem
enzimas digestivas-chave, modulam a acdo/secrecao da insulina, suprimem a formacao de
produtos finais de glicagdo avangada e protegem/regeneram células B-pancreaticas (ARRUDA;
PASTORE, 2019; SANCHO; PASTORE, 2012). Ademais, estes compostos alteram a fun¢ao
biocatalitica das enzimas através de ligagdes de hidrogénio, quelacdo ou ligagdes covalentes;
os grupos carboxila e hidroxila dos 4cidos fenélicos se ligam ao amido para formar pontes ou
ligagdes cruzadas (CHHIKARA et al., 2018).

Peixoto Araujo ef al. (2021) ao revisarem estudos relacionados as plantas do género
Eugenia e sua atividade antidiabética em frutos encontraram 28 artigos relatando seus efeitos
sobre a doenca, suas complicagdes e comorbidades. As porcentagens de inibi¢do variaram de
3,57% (in vivo) a 53,57% (in vitro), sendo que das sete espécies listadas, a Eugenia pyriformis
Cambess ainda ndo tinha sido estudada, o que releva ainda mais a importancia dessa descoberta.

Da mesma forma que para o diabetes mellitus, os estudos demonstram um aumento no
isolamento, identificacdo e caracterizacdo dos inibidores de angiotensina. Esta enzima (ECA;
EC 3.4.15.1) transforma a proteina inerte angiotensina I no vasoconstritor ativo angiotensina
I, elevando a pressdo arterial (ZHAO; XU, 2008). Além disso, ela catalisa a degradagdo da
bradicinina, que controla a natriurese (exclusdo urindria de ions de s6dio) e o estresse oxidativo,
bem como a vasodilatacdo (TADDEI;, BORTOLOTTO, 2016). A maioria das substancias
fenolicas, incluindo acidos fenolicos e flavonoides, tem demonstrado inibi¢do competitiva por
meio de ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos no sitio catalitico e interacao
10nica com o zinco, além da hidrofobicidade dos anéis de benzeno (CHAKRABORTY; ROY,
2021).

O conhecimento do perfil de compostos bioativos presentes em extratos apds o
processo digestivo ¢ importantissimo para avaliar qualquer atividade bioldgica, entretanto, sao
restritas as pesquisas que avaliam a atividade anti-hipertensiva de extratos de folhas apds o
processo de digestdo. Consolini e colaboradores (1999) avaliaram o extrato bruto aquoso de
folhas de outra espécie do género Eugenia. Nesse estudo, a administragdo intraperitoneal do
extrato de Eugenia uniflora L. diminuiu a pressdo arterial de ratos normotensos em até 47,1 £

8,2% do controle. J4 Fernandez e Labra (2013) ao estudarem a casca e sementes de uvas negra
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peruanas verificaram que seus extratos perderam a capacidade de inibir a ACE apds a digestao
intestinal, o que refor¢a os dados encontrados nessa pesquisa de porcentagens de inibi¢des

abaixo dos 12 %.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos reforcam a importancia das folhas de E. pyriformis Cambess
como fitoterapicos antioxidantes. Todas as fases da digestdo gastrointestinal in vitro
mantiveram ou apresentaram aumento na quantidade de compostos fendlicos, com uma
elevagdo de 86% para a fase oral.

Apesar das variagdes observadas nas atividades antioxidantes antes e apds a digestao
gastrointestinal simulada, a infusdo permaneceu com potencial antioxidante ao final desse
processo. Assim, ¢ possivel concluir que compostos que conferem capacidade redutora e
atividade sequestradora de radicais nessas infusdes podem permanecer ou podem ser
convertidos em outros constituintes antioxidantes apds a digestdo gastrointestinal in vitro. A
infusdo testada também apresentou compostos fenolicos potencialmente bioacessiveis, com
destaque para o acido ferulico e o acido p-cumarico, que possuem importantes fungdes
bioldgicas para a saide. Em termos de concentragdo, a fase gastrica apresentou a maior
porcentagem de compostos fenolicos individuais encontrados na infusdo. J4 em relacdo a fase
final do processo digestorio, que apresenta grande importancia no que se refere a absor¢do dos
compostos bioativos, verificou-se uma composi¢ao fenolica mista, em maiores concentragoes,
majoritariamente, por acidos fendlicos.

Observou-se inibi¢des para todas as enzimas testadas, com valores de 21%, 14% e 11%
para inibigdo in vitro da o- amilase, a-glucosidase e ACE, respectivamente, o que confere
potencial antidiabético e anti-hipertensivo para a infusdo de uvaia. Dessa forma, os resultados
sd0 promissores como uma primeira evidéncia do potencial antidiabético e anti-hipertensivo de

infusoes de folhas de uvaia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusao, os resultados deste estudo destacam os potenciais beneficios das folhas
de Eugenia pyriformis Cambess para a saide, comumente conhecida como uvaia, como fonte
de compostos bioativos com propriedades antioxidantes, antidiabéticas e anti-hipertensivas. A
utilizagdo de técnicas de extragdo ndo convencionais mostrou-se eficaz na obtencao de altos
teores de compostos polifenolicos e atividades biologicas in vitro. Os processos de extragao
otimizados resultaram em uma fonte promissora de compostos polifenodlicos, sendo
epigalocatequina galato, rutina e 2,5-DHBA os mais proeminentes. A extragdo assistida por
enzimas mostrou ser o método mais adequado para a obten¢ao de quantidades significativas de
compostos fendlicos e altas atividades antioxidantes e antibacterianas.

Visando tornar os resultados mais aplicadveis ao consumo humano, os ensaios de
digestdo gastrointestinal in vitro revelaram que a infusdo de uvaia manteve seu potencial
antioxidante apos o processo de digestdo simulada. Os compostos fenolicos bioacessiveis,
incluindo 4cido fertlico e 4cido p-cumarico, tém importantes fungdes bioldgicas para a satde
humana. Além disso, a infusdo de uvaia apresentou atividade inibitoria significativa contra a-
amilase, a-glicosidase e ECA, indicando seu potencial como agente antidiabético e anti-
hipertensivo.

No geral, os resultados deste estudo sugerem que as folhas de uvaia podem ser uma
fonte promissora de antioxidantes naturais e compostos bioativos com potenciais beneficios a
saude, em especial frente a diabetes e hipertensdo, e que as técnicas de extragdo ndo
convencionais exploradas oferecem alternativas viaveis e sustentaveis para agregar valor as
folhas de uvaia subutilizadas. Precisam-se de estudos in vivo e/ou in silico mais aprofundados
para validar esses resultados e possivel futura aplicagdo destes em formulagdes a base de folhas
de uvaia com potencial bioativo, mas esses resultados contribuem para a busca continua por
fontes naturais de compostos bioativos com potenciais beneficios a satde e fornecem uma base

para futuros estudos sobre o potencial uso terap€utico dos extratos de uvaia.
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APENDICE A — Material referente ao capitulo 3

Tabela 1 - Espectrometria de massas por transigdes MRM no monitoramento de ions em

modo positivo [M + H]" e negativo [M - H] *

Composto preIc(l)llll'sor Tr(alﬁj;:ﬁo br EP F CXp
(EST) v ® w M
Acido benzoico 122,92 79,0°¢ 36 10 17 12
51,0 36 10 51 24
Acido p- 138,0% 77,0¢ 56 10 29 10
Aminobenzoico 94.0 56 10 19 2
Cumarina 146,9% 90,9¢ 126 10 31 10
103,0 126 10 23 8
2,4- Acido 155,0% 109,9¢ 41 10 29 20
Diidroxibenzoico 137,0 41 10 19 8
2,5- Acido 155,0% 137,0° 41 10 19 8
Diidroxibenzoico 114.0 A1 10 29 5
Siringaldeido 183,0% 123,1°¢ 41 10 17 8
77,0 41 10 31 10
Acido ferulico 195,0% 176,9¢ 21 10 11 10
89,0 21 10 41 10
Acido siringico 199,0° 140,0¢ 16 10 21 10
155,1 16 10 13 10
Pinocembrina 257,02 153,0°¢ 96 10 33 10
76,9 96 10 73 10
Galangina 271,0% 153,0° 176 10 43 10
115,1 176 10 59 8
Apigenina 271,0% 153,0° 181 10 41 10

90,9 181 10 49 14
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Tabela 1 - Espectrometria de massas por transigdes MRM no monitoramento de ions em

modo positivo [M + H]" e negativo [M - H] *

(continua)
fon .
Composto precursor Transico P kP F X
v (m/z)
V) V) V) ™
(—)-Epicatequina ~ 291,0° 138,9 50 ~ 2! °
123 36 10 21 8
123 36 10 21 8
+)-Catequi 291,0°
) 123 16 10 19 8
Acido clorogénico 355,17 163.0° 46 10 21 10
N ) 89 46 10 75 14
Hesperidina 611,2 303,0¢ 51 10 31 16
153,1 51 10 67 10
P . b ’
Acido salicilico 136,9 03,1¢ 15 -10 22 -5
3,4- Acido 152.9° 64,9 15 10 -0 !
diidroxibenzoico ’ 109,0° -75 -10 -20 -7
, 90,9 75 -10 32 13
Acido p-Cumari 162,9 ’
cido p-Cumarico , 119,0° 290 -10 -20 -7
, 93 -90 -10 -40 5
: o b
Acido vanilico 166,9 137.0¢ -140 -10 12 -9
, 109,1 -140 -10 -16 -7
Aci Ali 168,9
cido galico 68,9 124.9¢ 110 -10 220 -7
4 17agh 79 -110 -10 -30 -11
Metilumbeliferona ’ 133,0° -135 -10 -28 -9
119,1 -135 -10 -36 -7
iferaldei 177,0° ’
Coniferaldeido 1, 134,0° 230 10 28 9
160,8 -30 -10 -28 -11
CoL . b ’
Acido cafeico 178,9 135,0° 115 -10 22 -9
Sinapaldeido a0 1770 -20 -10 26 -l
148,9 -20 -10 -34 -9
3,5- Acido 210.9b 167,0° -30 -10 -14 -
dinitrobenzoico ’ 136,9 -50 -10 -22 -9
, 163,9¢ -12 -1 -2 -
Acido sinaptico 223,0° 039 ’ ’ O ’
192,9 -120 -10 -28 -11
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Tabela 1 - Espectrometria de massas por transigdes MRM no monitoramento de ions em

modo positivo [M + H]" e negativo [M - H] *

(conclusdo)
fon L
Composto precursor Transicao DP EP CE CXP
V) (V) \%) V)
Crisina 252,9° 142,9° -170 -10 36 9
’ 209,1 -170 10 30 -1
1 1 N -1 _1 _24 _2
Naringenina 270,9° 51,0 30 0 5
119 -130 -10 -34 -11
¢ - -1 24 i
Pinobanksina 270,9° 150,9 140 0 9
119,1 -140 10 32 7
150,9¢ -50 -10 28 -9
Quercetina 301,0° ’
121 -50 -10 34 7
Isorhamnetina 315,00 300,00 -225 -10 28 -15
150,9 =225 -10 38 -9
¢ 21 -1 _ -1
Isoquercetina 462,9° 300,0 S 0 36 5
271 -215 -10 -56 -13
Naringina 579,0° 271,0° -255 -10 -42 -13
’ 151 -255 -10 48 9
Quercetina-3- £09.0P 299.9¢ 930 10 48 15
rutinoside ’ 270,9 2230 -10 32 9

*Dados adaptados de Seraglio et al, (2016). PD: potencial de desagrupamento; (V); PE: potencial de entrada (V);

EC: energia de colisdo (V); PSC: potencial de saida de colisio (V); * ion modo positivo; ® ion modo negativo; ©

ion de quantificacao.
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