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RESUMO

A pitanga (Eugenia uniflora) e a pitangatuba (Eugenia selloi) sdo espécies vegetais
pertencentes a familia Myrtaceae, nativas do Brasil e consideradas superfrutas devido seu
elevado valor nutricional. A pitanga esta disponivel em coloragbes variadas, incluindo
vermelha (popularmente mais conhecida), roxa e amarela (menos difundida). A pitangatuba
possui coloragdo amarela brilhante e sabor agridoce intenso. Além da diferenca de
pigmentagao, a rigueza quimica em constituintes bioativos de interesse farmacolégico e
nutricional de cada fruto ainda € um ramo subexplorado. Ambas as espécies possuem
propriedades terapéuticas marcantes provenientes, principalmente, da sua capacidade de
inibicdo de radicais livres. Assim, devido a importancia de determinar a capacidade
antioxidante em relagao ao efeito terapéutico destas frutas, este estudo teve como objetivo
avaliar o potencial antioxidante das variedades de pitangas e da pitangatuba por métodos
eletroquimicos, bem como verificar a atividade vasorrelaxante e correlacionar estes
resultados com a composicao fendlica determinada por espectrometria de massas. Para os
experimentos eletroquimicos, os métodos eletroanaliticos utilizados foram a voltametria de
pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada. Adicionalmente, foi aplicado aos
extratos selecionados, um biossensor em eletrodo de pasta de carbono utilizando a enzima
polifenoloxidase, obtida dos galhos da planta Cordia superba. A atividade vasorrelaxante
das variedades de Eugenia uniflora (vermelha e roxa) foi avaliada em anéis da artéria aorta
de ratos machos da linhagem Wistar, utilizando artérias com endotélio vascular intacto. A
via da sintese de éxido nitrico endotelial (eNOS) e o inibidor N-nitro-L-arginina- metil-éster
(L-NAME) foram utilizadas nesta andlise. Nos ensaios eletroquimicos, observou-se um
perfil semelhante, com pico anddico c.a. Epat = 0,26 V para as pitangas vermelha e roxa e
0,18 a 0,26 V para a pitangatuba, os quais sao indicativos de compostos polifendlicos com
elevado potencial antioxidante. Os extratos aplicados no biossensor demonstraram melhora
significativa no sinal eletroanalitico da Eugenia uniflora vermelha, roxa e da Eugenia selloi
quando comparado ao eletrodo sem modificacdo. A composicado fendlica dos frutos das
Eugenias determinada por espectrometria de massas revelou a predominancia de cianidina
3-O-glicosideo na pitanga roxa, miricetina 3-O-hexosideo, apigenina e delfinidina 3-O-
glicosideo na pitanga vermelha e acido galico na pitangatuba. Ensaios farmacoldgicos
mostraram que a Eugenia uniflora apresentou indugéo da produgéo de 6xido nitrico pelas
células endoteliais e a reducdo da lesdao oxidativa causada pelo KCI. Por outro lado, a
pitanga roxa apresentou melhor capacidade antioxidante, corroborando os resultados
obtidos em outros estudos, destacando sua importancia como alimento funcional.

Palavras-chaves: antioxidante, voltametria, biossensor, vasorrelaxante, Eugenia.



ABSTRACT

Pitanga (Eugenia uniflora) and pitangatuba (Eugenia selloi) belong to the Myrtaceae family,
are native to Brazil and are considered superfruits due to their high nutritional value. The
pitanga is available in a variety of colours, from red (the most popular) to black (purple) and
yellow (less common). The pitangatuba has a bright yellow colour and an intense bittersweet
flavour. Apart from the difference in pigmentation, the chemical richness in bioactive
constituents of medicinal interest of each fruit is still an under-explored area. Both species
have remarkable therapeutic properties, mainly due to their ability to inhibit free radicals.
Therefore, due to the importance of determining the antioxidant capacity in relation to the
therapeutic effect of these fruits, this study aimed to evaluate the antioxidant potential of the
pitanga and pitangatuba varieties by electrochemical methods, as well as to verify the
vasorelaxant activity and correlate these results with the phenolic composition determined by
mass spectrometry. For the electrochemical experiments, the electroanalytical methods used
were differential pulse voltammetry and square wave voltammetry. Additionally, a biosensor
in carbon paste electrode using the enzyme polyphenoloxidase, obtained from the branches
of the Cordia superba plant, was applied to the selected extracts. The vasorelaxant activity of
the Eugenia uniflora varieties (red and purple) was evaluated in aortic artery rings of male
Wistar rats, using arteries with intact vascular endothelium. The endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) pathway and the inhibitor N-nitro-L-arginine-methyl-ester (L-NAME) were
used in this analysis. In the electrochemical tests, a similar profile was observed, with anodic
peak c.a. Epa1 =0.26 V for red and purple pitangas and 0.18 a 0,26 V for pitangatuba, which
are indicative of polyphenolic compounds with high antioxidant potential. The extracts applied
to the biosensor demonstrated significant improvement in the electroanalytical signal of red
and purple Eugenia uniflora and Eugenia selloi when compared to the electrode without
modification. The phenolic composition of Eugenia fruits determined by mass spectrometry
revealed the predominance of cyanidin 3-O-glucoside in purple pitanga, myricetin 3-O-
hexoside, apigenin and delphinidin 3-O-glucoside in red pitanga and gallic acid in
pitangatuba. Pharmacological tests showed that Eugenia uniflora presented induction of nitric
oxide production by endothelial cells and reduction of oxidative damage caused by KCI. On
the other hand, purple pitanga presented better antioxidant capacity, corroborating the results
obtained in other studies, highlighting its importance as a functional food.

Keywords: antioxidant, voltammetry, biosensor, vasorelaxant, eugenics.
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1 INTRODUGAO

A variedade de biomas reflete a enorme riqueza da flora brasileira, abrigando a
maior biodiversidade do planeta. Esta abundante variedade traduz em mais de 20% do
numero total de espécies do planeta, sendo o pais classificado como um dos 17 paises
megadiversos quanto a fauna e flora. InUmeras espécies brasileiras possuem
importancia econdmica mundial como caju, agai, jambo, pitanga, uvaia, goiaba, araga,
jabuticaba, cambui e cagaita dentre outras (Santana et al., 2022; Brasil, 2024).

Dentre os frutos endémicos estdo a pitanga (Eugenia uniflora L) e a pitangatuba
(Eugenia selloi B.D.Jacks) que sao frutas nativas do Brasil pertencentes a familia
Myrtaceae. Essas espécies de Eugenia sao consideradas superfrutas, cuja relevancia
encontra- se associada ao seu alto teor de vitaminas, minerais, fibras, e constituintes
quimicos bioativos como carotenoides e sua rica composi¢ao polifendlica que pode
modular o processo inflamatério, bem como reduzir a produgao de Espécies Reativas
ao Oxigénio e Nitrogénio (ERO/ERN) (Lazarini et al., 2018; Silva et al., 2022).

O termo "pitanga" origina-se do tupi antigo yba pytanga, que significa "fruta
avermelhada" (yba: "fruta" + pytang: "avermelhada"), em alusdo a coloragdo mais
frequente do fruto. Além disso, a espécie € comumente chamada de cereja brasileira,
cereja do Suriname e, no norte do Brasil, recebe o nome de ginja (Bezerra et al., 2020).
Suas aplica¢des sao diversas como planta ornamental, frutifera e medicinal. Possui
fruto de polpa carnuda, sabor agradavel e refrescante, exético, adocicado e levemente
acido, podendo ser consumida fresca ou processada. Além disso, a pitanga é utilizada
na cosmetologia e na produgao de alimentos em forma de polpas congeladas, sucos,
iogurtes, geleias, doces, refrescos, sorvetes, licores e vinhos (Silva e Lima, 2022).

Ademais, a pitanga apresenta baixo teor lipidico e caldrico e altas quantidades
de compostos fendlicos, carotenoides e pigmentos (Biazotto, 2019; Silva et al., 2022).
Estudos sugerem que as pitangas, em especial as roxas, possuem alta concentragao
de antocianinas, assim como apresentaram outros compostos fendlicos que sao
atribuidos a numerosos beneficios a saude humana (Baggeti et al., 2006; Martinelli,
2019; Pereira, 2020). Dentre esses beneficios estao a reducao dos efeitos deletérios

de doencas silenciosas como obesidade, hipercolesterolemia, diabetes mellitus,

17



hipertensdo, denominadas como Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNTSs), e
anualmente oneram os sistemas de saude associadas a outros agravos a saude
(Rusin et al., 2013; Marsola et al., 2021; Brasil, 2024).

A pitangatuba (Eugenia selloi) é originaria de regides tropicais, sendo
registradas principalmente na regido sudeste do Brasil (Marins et al., 2021). E
popularmente conhecida como “pitangatuba”, “pitangola”, “pitangdo” ou “pitanga-
amarela”, cujo fruto possui formato oblongo, coloragdo amarelo brilhante, sabor
agridoce agradavel com polpa suculenta para consumo in natura ou em bebidas,
sucos e geleias (Negri, 2016; Araujo et al., 2019). Diversas propriedades
farmacoldgicas sao reportadas para esta espécie, incluindo atividade anti-inflamataria,
baixa toxicidade in vivo e potencial inibidor de radicais livres, os quais estédo
associados a uma miriade de condigdes patoldgicas e estao relacionados a atividade
fisica e qualidade de vida (Lazarini et al., 2020).

A promocgao da qualidade de vida e diminuicdo dos efeitos deletérios dos
radicais livres podem estar associadas ao consumo diario de compostos polifendlicos
presentes nos alimentos, nos quais auxiliam na neutralizacdo das espécies reativas
do oxigénio e nitrogénio, reduzindo o estresse oxidativo e, consequentemente,
prevenindo ou retardando a patogénese de diversas enfermidades (Enache et al.,
2020).

A literatura reporta técnicas analiticas para quantificacdo do teor de
polifendlicos totais em extratos fitoquimicos, tais como os métodos radicalares
colorimétricos tradicionais como 2,2’-azinobis (Acido 3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico)
(ABTS) (Rufino et al., 2007; Leite et al., 2018), e Folin Ciocalteau (Escarpa, 2012;
Lazarotto et al., 2020). Entretanto, os métodos colorimétricos apresentam limitacdes
quanto ao preparo das amostras, demonstrando baixa especificidade e a possibilidade
de opacidade do meio e precipitacdo de compostos. Uma alternativa as limitagcdes sao
0s ensaios eletroanaliticos que minimizam os interferentes cromaticos. Ademais,
destacam-se pelo baixo custo associado a sua execugao (Aleixo, 2003; Pacheco et
al.,, 2013; Pisoschi; Cimpeanu; Predoi, 2015; Hoyos-Arbeldez; Vazquez, 2017;
Ziyatdinova & Kalmykova, 2023).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo determinar as propriedades
antioxidante e vasorrelaxante dos extratos brutos obtidos das polpas e cascas das
variedades de pitangas e da pitangatuba e correlacionar os resultados obtidos com a

composicao de bioativos. Nessa expectativa, esta pesquisa visou investigar as
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lacunas existentes acerca desta tematica, tendo em vista que existem poucas
pesquisas publicadas sobre as superfrutas do género Eugenia, confluindo na falta de
informagdes e, por conseguinte, na baixa disseminagdo dos dados relativos as

caracteristicas quimicas e funcionais dessas frutas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estresse Oxidativo na Patogénese de Doengas

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sao produtos
secundarios das reacdes metabdlicas das células, por esse motivo, sdo inerentes a
vida aerdbica e desempenham papéis importantes no sistema de defesa intracelular e

transporte de elétrons mitocondrial (Vellosa et al., 2021; Hoffmeister et al., 2024).

A producao dessas espécies reativas e dos radicais livres pode ser favorecida
por fatores externos, como intoxicacdo por gases oriundos da poluicdo ambiental
(indireta) ou, pelo tabagismo (direto/indireto), alimentagao desequilibrada por excesso
ou deficiéncia de nutrientes; consumo de bebidas alcodlicas e exposicdo demasiada
a diversas fontes de radiagao, esses sao fatores que podem contribuir para desregular

a homeostase celular (Hameister et al., 2020; Vellosa et al, 2021).

As principais EROs incluem oxigénio singlete, radical anion superéxido («O 27),
peréxido de hidrogénio (H20:2), radical peroxil (ROQO-+) e hidroxil (*OH) e o acido
hipocloroso (HOCI). Dentre as ERNs incluem 6xido nitrico (NO«+) e &nion peroxinitrito
(ONOO-) (Birben et al., 2012, Kim et al., 2015; Minzel et al., 2017; Tejero et al., 2019;
Ali et al., 2020; Sequeira, 2024).

O radical hidroxil (¢*OH) exibe a maior atividade oxidativa, sendo o radical mais
téxico conhecido, ja que pode oxidar qualquer classe de macromoléculas bioldgicas,
incluindo lipidios, proteinas e acidos nucleicos. O principal alvo dos oxidantes sao
biomoléculas como acidos nucléicos, carboidratos, lipidios e proteinas (Birben et al.,
2012, Kimetal., 2015; Munzel et al., 2017; Tejero et al., 2019; Ali et al., 2020; Sequeira,
2024).

O balango oxidativo € a relacdo entre o equilibrio dos radicais livres e os
antioxidantes presentes no organismo. O desbalango entre essa relagédo gera o
estresse oxidativo nos quais sdo atribuidos diversos prejuizos a saude, como doencgas
neurodegenerativas, cardiovasculares, doengas coronarias, envelhecimento precoce

e disturbios celulares (Salmito et al., 2023; Hoffmeister et al., 2024).
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A insuficiéncia na producdo enddégena de antioxidantes, desencadeia o
desequilibrio fisioldgico denominado de estresse oxidativo que por sua vez, origina do
desequilibrio das altas concentra¢des de ERO’s e ERN’s, as quais passam a exercer
maior atividade no metabolismo (Lu et al., 2018, Sequeira, 2024).

Algumas estratégias podem ser adotadas com o objetivo de minimizar os
impactos no desequilibrio fisiolégico humano, como adogao de estilo de vida saudavel,
combate ao tabagismo, pratica de exercicios fisicos e consumo de alimentos ricos em
nutrientes presentes em alimentos e especiarias funcionais que sao fontes naturais de

antioxidantes (Hameister et al, 2020; Curieses Andrés et al., 2023; Dinnat et al., 2024).
2.2 Fontes Naturais de Antioxidantes

As frutas possuem em sua composig¢ao quimica as vitaminas, minerais e fibras,
que constituem elementos nutricionalmente relevantes na dieta humana. Nos ultimos
anos, entretanto, essas fontes alimentares tém recebido maior atencdo devido as
evidéncias que associam o consumo regular de vegetais a diminuigdo da mortalidade
e morbidade relacionadas a diversas doengas crénicas nao transmissiveis. O potencial
efeito protetor desses alimentos é atribuido, em grande parte, a presenga de
fitoquimicos com propriedades antioxidantes, destacando-se os polifenois entre os
compostos bioativos mais citados na literatura (Youssef, 2014;Borges et al, 2019;

Moharram; Vellosa, 2021), conforme observado na Figura 1.

Figura 1. Classificacdo dos antioxidantes: enzimaticos e ndo enzimaticos.

21
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Fonte: Adaptado de Moreno, 2023.

A alimentacédo balanceada rica em frutas, vegetais, condimentos, especiarias
naturais, sucos e chas permite absorver bioativos, especialmente aqueles com
propriedades antioxidantes. As frutas com alto teor de carotenoides, terpenos,
vitaminas, minerais e polifenois como acidos fendlicos, flavonoides e taninos, sao
intituladas superfrutas pois, desempenham papel fundamental na neutralizacéo de
radicais livres, protegendo assim as células contra o estresse oxidativo (Jia et al.,
2019; Silva et al., 2022; Wei et al., 2024).

As vitaminas antioxidantes sdo capazes de inibir a peroxidacao lipidica,
captando os radicais livres, além de prevenir os efeitos da oxidacdo. Ja os minerais
desempenham um papel indireto na protecéo celular e sdo utilizados como cofatores
nas reagdes enzimaticas de neutralizacdo dos radicais livres (Catania; Barros;
Ferreira, 2009; Kumar; Goel, 2019; Remely et al., 2017; Augusto et al., 2022).

Os polifenois por sua vez, possuem hidroxilas que auxiliam na eliminagao de
radicais livres por sua alta reatividade como doadores de hidrogénio ou elétron, e,
demonstram ser mais eficazes em relagdo a outros bioativos. Estes compostos
presentes nas frutas como cacau, uvas, morangos, macgas, pitangas, frutas citricas e
vermelhas desempenham papel central na atividade antioxidante (Medeiros et al,
2021; Silva et al., 2022; Morais et al., 2022).

O consumo diversificado de frutas auxilia no efeito protetor dos antioxidantes,
portanto, sendo utilizadas estratégias nutricionais para a reducdo do impacto dos
efeitos deletérios do estresse oxidativo e a promogao da saude em longo prazo. O
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consumo das superfrutas devido a quantidade de macronutrientes e micronutrientes
funcionais auxiliam a complementagao dietética (Araujo; Aquino, 2020; Medeiros et
al., 2021).

O interesse crescente por essas frutas ndo apenas reforga seu potencial
terapéutico, como também impulsiona pesquisas sobre sua aplicacdo em alimentos
funcionais e suplementos alimentares, ampliando suas possibilidades de uso na
promogao da saude e na prevencao de doencas (Weng et al., 2015; Bodoira et al.,
2017; Rodriguez-Aguilar, 2023; Silva, 2023 ). Abaixo pode-se observar um topico

relacionado as superfrutas.

2.3 Superfrutas

Os alimentos funcionais sdo aqueles que possuem substancias biologicamente
ativas em sua composicdo. Quando incorporados a uma dieta equilibrada, esses
alimentos podem promover efeitos metabdlicos ou fisioldgicos benéficos, contribuindo
para a redugao do risco de doencas e a manutencao da saude. No contexto dos
alimentos funcionais, destaca-se o conceito de superalimentos (Ferrari et al., 2021;

Guimaraes et al., 2024).

Cabe salientar que o termo superalimento, foi criado como estratégia de
marketing, associando os alimentos de origem natural que possuem diversos
componentes bioativos que apresentam muitos beneficios para a saude. Dentre estes
alimentos estao frutas, verduras, oleaginosas, feijdes, peixes, leites fermentados e
temperos (Lucas, Costa e Brunner, 2022; Cobos e Diaz, 2023; Nowak, Jeziorek,
2023). Dentro do grupo de superalimentos estdo as superfrutas representadas como
uma subcategoria de frutas que possuem perfis nutricionais com elevada
concentragdo de compostos fendlicos, vitaminas e minerais (Mattaso, 2008; Melo e
Silva et al., 2022). Este termo ganhou notoriedade a pouco tempo, trata-se de uma
nova abordagem para trazer a tona frutas comuns, exéticas e/ou raras, que sao
utilizadas como ingredientes ou até mesmo como matérias primas na fabricagéo de
bebidas, alimentos funcionais e nutracéuticos (Chang, Alasalvar e Sahidi, 2019).

Estudos com esta subcategoria levou a identificagcdo e quantificagcao de varios
grupos de fitoquimicos (acidos fendlicos, flavonoides, proantocianidinas, iridoides,
cumarinas, taninos hidrolisaveis, carotenoides e antocianinas), antioxidantes em
frutas, como acgai, acerola, goji berry, jabuticaba, jambolao, noni e pitanga (Chang,
Alasalvar e Sahidi, 2019; Ferreira et al., 2021), cili, e espinheiro-maritimo. Na China,
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ha o conceito de preservacdo da saude e terapia dietética por meio da ingesta de
alimentos benéficos a saude como exemplo as superfrutas as quais além das
atividades reportadas anteriormente apresentam atividades anti-inflamatéria, reducao
do risco de doengas crdnicas e melhora da fungao imunoldgica. Os fitoquimicos das
superfrutas sao bioacessiveis e biodisponiveis em humanos com beneficios
promissores a saude. Mais estudos sdo necessarios para validar os beneficios a
saude dessas superfrutas. Isso forneceria informagdes essenciais para pesquisas
futuras e desenvolvimento de alimentos funcionais (Liu et al., 2021).

Neste contexto destaca-se o género Eugenia, popularmente conhecido como
pitanga, pitangatuba e cerejas do cerrado. Entre as mais conhecidas estdo a Eugenia
uniflora (pitanga) e a Eugenia selloi (pitangatuba). Abaixo encontra-se uma breve

revisdo sobre estas superfrutas.

2.3.1 Eugenia uniflora - Pitangas

A pitangueira (E. uniflora L.) € uma arvore de copa densa, medindo entre 2 e
9 m de altura, ramificada, de formato arredondado, folhagem persistente e sistema
radicular profundo (Fidelis et al., 2022; Savall et al., 2022 ) (Figura 2 ). E encontrada
principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil e em outros paises das Américas,
Asia, Africa e Europa (Alves et al., 2008; Brasil, 2015; Silva e Lima, 2022; Meira et
al., 2020; Fidelis et al., 2022; Zhang et al., 2024;). O Brasil possui a maior
conservagao ex situ , embora nem todas as informacgdes estejam disponiveis, pois

nao houve avaliacao e caracterizagao completas.

Figura 2: Ocorréncia das Eugenias uniflora L. em 6.084 coordenadas

georreferenciadas pelo Global Biodiversity Information Facility- GBIF.
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Fonte: GBIF, 2025.

Os frutos contém cores vibrantes que variam do amarelo a purpura, indicando
a presenca de compostos como as antocianinas e outros derivados fendlicos. A
maturagao possui uma variagcdo de cores laranja, vermelha e roxa e também em
seus metabdlitos. Em seus estadios de maturacéo, ha variacéo da cor do epicarpo
da fruta que evolui de verde para laranja e vermelho, e, do verde ao roxo profundo
ou quase preto (Pereira 2 et al., 2020). Na Figura 3 encontra-se fotografias de pitanga

vermelha e roxa.
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Figura 3. Pitanga vermelha e roxa em seus diferentes estadios de maturagao.

Pitanga Vermelha Pitanga Roxa

Fonte: Autor, 2025.

Estudos vém sinalizando que as diferengas na coloragdo dos frutos das
espécies de Eugenia como Eugenia uniflora L. e E. brasiliensis Lam. ocorrem devido
presenca de diferentes constituintes quimicos, porém em concentragdes distintas
(Pereira et al., 2020; Fidelis et al., 2022 ).

2.3.2 Eugenia selloi - Pitangatuba

A espécie Eugenia selloi € uma fruta nativa brasileira comumente conhecida
como “pitangatuba”, descrita pela primeira vez em 1983 pelo taxonomista botanico
inglés Benjamin Daydon Jackson disponivel no catalogo da vida (Lazarini et al., 2022).
Trata-se de uma fruta exética, sua arvore arbustiva de aproximadamente dois metros
de altura, com folhas verde-escuras. A ocorréncia foi registrada 440 vezes
principalmente na regido sul do Brasil, também foi identificada na Argentina, na regiao

Sul da Africa do Sul conforme pode-se observar na Figura 4.
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Figura 4: Ocorréncia das Eugenias selloi em 440 coordenadas georreferenciadas

pelo Global Biodiversity Information Facility- GBIF.

Fonte: GBIF, 2025.

O fruto tem formato oblongo, com aproximadamente 4 cm de comprimento e
3 cm de largura, e durante o processo de amadurecimento sua cor evolui do verde até
o amarelo vivo. Seus frutos exalam fragrancia agradavel, sabor agridoce e intenso com
polpa suculenta para consumo in natura ou em bebidas, sucos e geleias (Araujo et al.,

2019). Na figura 5 encontra-se fotografia de uma pitangatuba.

Figura 5. Fruto maduro da espécie Eugenia selloi - Pitangatuba

Fonte: Autor, 2025.
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Estudos realizados por Vilar et al. (2006) e Lazarini et al. (2020) mostraram uma
composic¢ao polifendlica rica em componentes bioativos, nos quais foram identificados
16 compostos bioativos no extrato bruto e 13 compostos na fracdo enriquecida em
polifendis. Entre os compostos identificados destacam-se o acido hidroxibenzoico
(acido galico e siringico sinapico-O—hexosideo), elagitaninos (acido elagico e Galloyl-
HHDP- hexoside), flavandis (epicatequina e seu derivado), flavonas (Apigenin-7- O-
glucoside) e flavonois (Quercetin-O-hexoside | e |, Kaempferol-3-O-glucoside) (Vilar
et al., 2006; Lazarini et al., 2020).

A pitangatuba destacou-se também pela variedade e concentracédo de
carotenoides, sendo as xantofilas o0s principais carotenoides encontrados,
especificamente o B-CX, sendo considerada provedora de xantofilas bioacessiveis,
como a Luteina (Berni et al., 2019).

Entretanto, fatores ecoldgicos podem influenciar o conteudo de constituintes
bioativos nos frutos. Foi reportado que a sazonalidade influenciou na composicéao
quimica de suas folhas frescas, onde os principais compostos encontrados nos 6leos
essenciais foram hidrocarbonetos ciclicos, alcoois ciclicos e sesquiterpenos. Os
componentes majoritarios do 6leo essencial foram biciclogermacreno, germacreno D
e B-cariofileno. A precipitacdo também impactou na composi¢ao quimica dos oleos
essenciais de ambas as espécies, refletindo nas suas potencialidades bioldgicas. O
Oleo essencial de folhas secas apresentou baixa atividade antioxidante (Defaver et al.,
2011).

Estudos farmacoldgicos realizados com essa fruta mostram que ela é utilizada
na terapia etnofarmacoldgica para auxiliar na despigmentagdo da pele em casos de
vitiligo, haja vista que conta com uma substancia fotossensibilizante (Melo et al.,
2015).

2.3.3 Propriedades terapéuticas das espécies de Eugenia

A pitanga (Eugenia uniflora L.) é fonte de nutrientes que lhes conferem
propriedades nutricionais e bioldgicas, possui vitaminas, minerais, fibras, em especial
possuem capacidade antioxidante, sendo esta um fator de protecdo contra varias
doencas degenerativas e carcinogénicas. Estudos identificaram em amostras de

frutos, folhas e sementes, a presenca de compostos fitoquimicos como carotenoides
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(licopeno, beta-caroteno e beta-criptoxantina) e fendlicos (flavonas, flavonois e
antocianinas).

As folhas sao bastante utilizadas na medicina popular como infusdo para tratar
quadros de febre, bronquites, doencas estomacais, reumatismo, afeccdes
dermatoldgicas e do aparelho digestivo, gota, febre amarela, hipertensdo e como
potentes aliadas na reducgao de peso e diurético (Auricchio et al., 2007; Pereira et al.,
2020; Pereira, Monteiro, Siqueira 2020).

Varios estudos descrevem sua composi¢ao fitoquimica como rica em
compostos fendlicos como os acidos fendlicos (galico, elagico, gentisico, valénico) e
os flavonoides (quercetina, miricetina, apigenina, kaempferol), alcaloides, glicosideos
cardiotbnicos, taninos, triterpenos, terpenos, monoterpenos, serquiterpenos
(curzereno), cumarinas e 6leos essenciais (Auricchio; Bacchi 2003; Chang et al., 2011;
Costa, 2016; Silva e Lima, 2022; Garmus et al., 2019; Sobeh et al., 2019; Sobeh et al.,
2020). Na Figura 6 abaixo, encontram-se os principais constituintes quimicos e classes

de metabdlitos secundarios deste género.

Figura 6. Principais constituintes quimicos e classes de metabdlitos secundarios

presentes nas espécies de Eugenia, alvo deste estudo.

Polifendis Polifendis ! .
E. Unifilora L. ] E. Unifiora L. g
(Roxa) (Vermelha) L ?
| | | ||
* Catequinas, « Apigenina 8 2 .
: Ganidna-30- ! Antocannas | | Cae geies,
glicosideo (C3G), + Catequinas
. Pelargonidln 3-0- + Miricetina,
glucosideo (Pg). * Quercetina
Carotenoldes Vitaminas Minerais
« a-Caroteno, « Retinol (A), + Ca « Mn
» p-Caroteno, = Tiamina (B1), «+ Cu + Na
+ B-criptoxantina, » Riboflavina (B2), + Fe . P
« y-Caroteno « Niacina (B3), v K e Zn
+ Licopeno « Acido ascérbico (C), « Mg
« Rubixantina + Tocoferol (E).

Fonte: Autor, 2025.
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Sabe-se que os carotenoides possuem varias fungdes bioldgicas, sendo alguns
precursores da vitamina A e a prevengdo de catarata, degeneracdo macular
relacionada com a idade, cancer e doencgas cardiovasculares (Souza et al., 2022). Nos
frutos de pitanga foram encontrados diversos carotendides sendo que a rubixantina e
o licopeno sédo os majoritarios (Azevedo-Meleiro et al., 2004)

O elagitanino dimérico oenoteina B é o composto fendlico majoritario, tanto nas
folhnas como nos frutos inteiros das trés variedades de pitanga, o que demonstra um
grande potencial funcional e medicinal deste fruto, pois esse composto é altamente
ativo contra diversos tipos de tumores, além de ser antimutagénico (Santos et al.,
2021).

Estudos que versam sobre a capacidade antioxidante dos frutos e das folhas
tém demonstrado que esta capacidade esta largamente atrelada a presenga de
compostos fenolicos (Antonelo et al., 2023; Kraus et al., 2023; Dacoreggio et al., 2024).
Frutos da pitanga possuem diversos compostos volateis, os quais também se fazem
presentes em 6leos essenciais das folhas (Oliveira et al., 2006; Zhang et al., 2024).

Também, foram identificados nos dleos essenciais e nos extratos das sementes
propriedades antibacterianas devido a presenga de grupos oxigenados na estrutura
dos compostos isolados, como os terpenoides, que podem ser responsaveis por esse
potencial (Santos et al., 2015; Pereira et al., 2017). Os compostos fitoquimicos das
Eugenias sao variados e dependentes do estagio de desenvolvimento no ciclo de vida
e, principalmente, das variagdes climaticas (Pereira et al., 2020).

Em relagdo a variedade amarela, ainda ha poucos estudos acerca de sua
composic¢ao quimica (folhas e frutos). Contudo, ha relatos da presenca de quercetina,
miricetina, quercetina-3-glicosideo, kaempferol, acido elagico, citrico, malico e
succinico. Além disso, o conteudo relativo aos flavonoides em seus estagios de
desenvolvimento, ndo assinalam mudangas significativas, apresentam a miricetina
como seu composto majoritario correspondendo a 48% do total de flavonoides,
seguido pela quercetina com até 39% do total em comparagao com os outros flavonois.
Carotenoides como licopeno e [3-caroteno, estdo presentes, mesmo apresentando

baixa quantidade no estagio mais maduro da fruta (Souto et al., 2017).
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Estudos demonstram que a pitanga vermelha destaca-se das demais frutas da
mesma espécie por apresentar alto teor de carotenoides. Contudo, na fruta com essa
coloragdo foram identificados os flavonois como a miricetina, kampferol e a quercetina
(Hoffmann-Ribani et al., 2009). As analises cromatografica do extrato etandlico no
fruto vermelho apresentaram em sua composi¢ao acido galico e derivados, quercetina
e seus derivados, quercetina-3-b-D-glicosideo, quercetina-3-rammosideo, derivados
de kaempferol, cianidina-3-glicosideo, derivados de cianidina e malvidina (Denardin
et al., 2015).

O extrato das frutas vermelhas de Eugenia uniflora demonstrou efeitos
neuroprotetores em modelos de roedores. Amostras evidenciaram que o tratamento
continuo com o uso desta espécie, melhorou a atividade da acetilcolinesterase.
Observou-se que, nos parametros metabdlicos e oxidativos gerou mudancas
comportamentais induzidas para controlar os modelos pré-existentes de estresse
cronico decorrente da sindrome metabdlica. Notavelmente, os seus efeitos
farmacologicos foram associados a uma combinagao de varios compostos bioativos,
incluindo a cianidina-3-O-glicosideo e outras antocianinas. A vermelha é rica em
antocianinas, que nao s6 conferem a cor vibrante a fruta, mas também tém sido
frequentemente associadas a reducdo do risco cardiovascular. Enquanto a roxa,
apresenta uma composi¢cao semelhante a variedade vermelha, com destaque para os
polifendis que ajudam na protecao contra o estresse oxidativo (Gaiola & Lima, 2022;
Missio et al., 2024).

A pitanga roxa é a variedade mais rara e que segundo alguns estudos é a que
possui maior quantidade de fendlicos totais e, portanto, apresenta as propriedades
antioxidantes mais altas quando comparada com a pitanga amarela/laranja e a
vermelha (Weyerstahl et al., 1988 ). Esta espécie apresenta aproximadamente o dobro
do conteudo fendlico em comparagao ao tipo vermelho (Bagetti et al., 2011). Dentre
os compostos fendlicos, estudos demonstram a presenca do acido oleico, quercetina,
miricetina, kaempferol e das antocianinas delfinidina, cianidina 3-O-
glicosideo(majoritaria), pelargonidina 3-O-glicosideo , cianidina 3-O-pentosideo e o
derivado de cianidina (Tambara et al., 2018). Também ha indicios da presenca de
carotenoides, sobretudo do licopeno em maior quantidade, enquanto se apresentam

em menor quantidade as rubixantinas e luteina.
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Estes constituintes quimicos sao reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes, as quais tém sido amplamente estudadas por meio de diferentes
métodos analiticos, os quais serdo explorados a seguir para avaliar a eficacia

antioxidante dos extratos das espécies de Eugenia selecionados neste estudo.

2.4 Métodos para a avaliagao da atividade antioxidante

Na avaliacdo da atividade antioxidante das duas espécies, Eugenia uniflora e
Eugenia selloi, foram encontrados estudos utilizando métodos espectrofotométricos
tradicionais, conhecidos como ABTS e Folin-Ciocalteu, empregados para a
quantificacdo dos fendis totais e a comparacdo dos mesmos com as técnicas
voltamétricas. Os métodos espectrofotométricos apresentam diversas limitagdes,
especialmente no que diz respeito a preparacdo das amostras. Fatores como
precipitacido, particulas em suspensao e a opacidade do meio podem interferir nas
medi¢cdes de absorbancia, levando a uma possivel subestimagao ou superestimagao
dos Fenois Totais (FT) (Rufino et al., 2007; Lazzaroto et al., 2020; Sacramento et al.,
2023).

As técnicas eletroquimicas se apresentam como uma opg¢ao viavel para a
avaliagao rapida, precisa e econémica da capacidade antioxidante (CA) de alimentos
e bebidas, levando em consideracdo algumas desvantagens dos métodos
espectrofotométricos tradicionais, como o prolongado tempo de analise, a
complexidade na preparagdo das amostras, e 0 uso de reagentes que podem ser
prejudiciais ao meio ambiente, além de tempos de reagcdo n&o definidos (Enache et
al., 2020; Alizadeh et al., 2022).

As técnicas eletroquimicas despontam como solugdes alternativas, superando
algumas das dificuldades dos métodos espectrofotométricos, tais como o uso de
reagentes onerosos e nao sustentaveis, a indefinicdo dos tempos de reacgao, o extenso
pré-tratamento das amostras e a limitada precisdo e sensibilidade (Macedo et al.,
2016; Enache et al., 2020).
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241 Métodos eletroquimicos

Os métodos analiticos eletroquimicos possuem uma ampla gama de
aplicagcdes. Pesquisas demonstram sua eficacia na avaliagdo da capacidade
antioxidante (Macedo et al., 2017; Leite et al., 2018), na identificacdo e quantificacdo
de farmacos (Hoyos-Arbelaez et al., 2018), além de apresentar um grande potencial
para inovacdes (Macedo et al., 2016).

Entre suas vantagens, destacam-se a abundéancia de propriedades eletroativas
nas substancias quimicas, a seletividade, alta sensibilidade, baixos limites de
deteccgao, versatilidade dos experimentos, possibilidade de miniaturizagéo dos ensaios
sem comprometer a performance analitica, custo reduzido, rapidez nas analises e
sustentabilidade (Escarpa, 2012; Pacheco et al., 2013; Hoyos-Arbelaez et al., 2018).

Dentro das técnicas eletroanaliticas, a voltametria se destaca por permitir tanto
estudos qualitativos quanto quantitativos, além de elucidar o perfil redox de um
determinado composto quimico ao investigar os fenébmenos que ocorrem na interface
entre o eletrodo de trabalho e a solugdo. Essa técnica € considerada dinédmica, pois
baseia-se na aplicagdo da corrente elétrica (i) em fungcéo de um potencial (E) aplicado,
resultando em um grafico conhecido como voltamograma (Skoog, 2009; GIL, 2007).

Os experimentos sdo conduzidos em uma célula eletroquimica contendo
solugédo tampao, que garante a condutividade elétrica no meio reacional. O sistema
pode incluir dois, trés ou quatro eletrodos, sendo o arranjo com trés eletrodos o mais
comum. Este consiste em um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um
contra-eletrodo (ou eletrodo auxiliar). Assim, as informac¢des sobre o analito séo
obtidas medindo a magnitude da corrente elétrica entre os eletrodos de trabalho e
contra-eletrodo ao se aplicar uma diferenga de potencial entre os eletrodos de trabalho
e referéncia (Pacheco et al., 2013).

O eletrodo de trabalho, que originalmente era feito de mercurio na técnica da
polarografia, é nele que ocorrem as reagdes eletroquimicas. Atualmente, € comumente
confeccionado a partir de materiais inertes como platina, ouro, mercurio, carbono em
pasta ou carbono vitreo. Além disso, para aplicagdes mais sensiveis, sdo utilizados
eletrodos feitos de materiais nanoestruturados e que incorporam biomoléculas em
biossensores. O eletrodo auxiliar, que tem a funcéo de drenar o excesso de corrente

elétrica, é geralmente feito de platina, embora também possa ser
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fabricado com ouro ou carbono vitreo. Ja o eletrodo de referéncia, que mantém um
potencial constante, tem como o mais comum o Ag/AgCI/KCI saturado a 3 M (Liu et
al., 2012; Pacheco et al., 2013).

A magnitude dos fenbmenos que ocorrem entre a espécie analisada, o eletrodo
de trabalho e 0 meio reacional pode ser compreendida por meio dos processos que
transportam a espécie eletroativa da solugdo até a interface do eletrodo. Esse
processo é conhecido como transporte de massa. Também ocorre a transferéncia de
carga, que envolve trocas de elétrons na superficie do eletrodo. Além disso, podem
acontecer reagdes quimicas que sucedem ou precedem a transferéncia eletronica.
Essas reagbes podem ser homogéneas, como protonagdo e dimerizagdo, ou
heterogéneas, como adsorg¢ao, dessor¢caéo, decomposigdes cataliticas e cristalizagcao
(Pacheco et al., 2013).

As técnicas voltamétricas mais utilizadas para avaliar a capacidade antioxidante
e o comportamento redox dos polifenois naturais incluem Voltametria Ciclica (CV),
Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) e Voltametria de Onda Quadrada (SWV), que
se diferenciam pela aplicacdo do potencial e pela forma como o sinal analitico é obtido
(Baldedn et al., 2015; Piovesane et al., 2015; Hoyos-Arbelaez et al., 2018).

2.4.2 Voltametria ciclica

Entre as técnicas mais frequentemente empregadas para obter informacdes
qualitativas, destaca-se a voltametria ciclica, que € utilizada para caracterizar o perfil
de oxirredugao de um composto quimico, analisar a cinética de reagoes heterogéneas
de transferéncia de elétrons e investigar processos de adsor¢éo (Skoog et al., 2009).
Essa técnica € baseada na varredura linear ou em degraus de um potencial com
formato triangular ao longo do tempo. O potencial é aplicado ao eletrodo de trabalho
e, em seguida, retorna ao seu valor inicial (Pacheco et al., 2013).

A inversao dos potenciais durante o experimento é conhecida como ciclizacao
do potencial de partida, resultando na formagao de voltamogramas que permitem a
observagéao dos picos de oxidagao (anddica) e redugéo (catddica) (Skoog et al., 2009).
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2.4.3 Voltametria de pulso diferencial

A técnica de Voltametria de Pulsos Diferenciais possui grande relevancia na
eletroquimica, ela se caracteriza pela selecdo de um potencial inicial em que n&o ha
corrente faradaica presente. Sob essas condi¢cdes, sdo aplicados pequenos pulsos
com duragao geralmente entre 5 e 100 ms e amplitude fixa, sobrepostos a uma rampa
de potencial crescente. Durante o processo, as correntes sdo medidas antes (S1) e
apos (S2) a aplicagcao do pulso. O voltamograma, que apresenta picos de corrente
com formato gaussiano, é obtido pela diferenga entre essas duas correntes, permitindo
a corregao da corrente capacitiva (Skoog et al., 2009).

Assim, a DPV proporciona uma resolugdo superior dos picos anodicos,
apresentando uma sensibilidade maior do que a CV, com limites de detec¢ao na ordem
de 10~-8 mol LA-'. A area obtida no voltamograma é diretamente proporcional a
concentracdo do analito, conforme a Equacédo 1, onde n representa o numero de
elétrons envolvidos na reagao redox, F é a constante de Faraday (coulombs), A é a
area do eletrodo (cm?), D é o coeficiente de difusdo (cm?/s), C é a concentragao do
analito (mmol L*") e tm é o tempo entre as leituras final e inicial da corrente (s) de

acordo com a equacao 1 (Pacheco et al., 2013).

nFADv2c 1—0
(
\/Tl,'tm 1 +0

Equacao 1: Ip =

A técnica foi empregada para a determinacao quantitativa de eugenol em um
produto farmacéutico. As correntes de pico mostraram-se lineares na faixa de
concentragédo de 1,0 x 1077 a 1,7 x 107 M, apresentando limites de deteccdo e
quantificagdo de 7,0 x 107° e 2,3 x 1078, respectivamente (Yildiz et al., 2017). Além
disso, a DPV demonstrou ser confiavel e eficiente na avaliacdo da capacidade
antioxidante de diversas fontes naturais, como frutas vermelhas (Macedo et al., 2017),
mel (Oliveira Neto et al., 2017), pimentas (Machado et al., 2021) e plantas medicinais
(Leite et al., 2018).
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2.4.4 Voltametria de onda quadrada

Pode-se citar ainda outra forma de analise eletroquimica a Voltametria de Onda
Quadrada, que consiste em uma variagao de potencial em forma de onda quadrada,
sobreposta a um degrau de potencial, onde um pulso completo da onda quadrada
corresponde a um degrau da escada. Assim, a corrente é apresentada no sentido da
oxidagao (positivo) e da redugao (negativo), gerando um pico para cada um desses
processos. Isso permite a analise simultanea dos processos de oxidagao e redugao
em um unico escaneamento da amostra (Janeiro; Oliveira-Brett, 2005).

A eficiéncia da SWV foi avaliada em estudos para a determinacao de cafeina e
teobromina no cacau amazbénico. Foram elaboradas curvas analiticas que
apresentaram limites de detecgdo e quantificacdo de 0,027 umol L' e 0,093 pmol L7,
respectivamente, para a cafeina, e de 0,025 e 0,085 umol L' para a teobromina. A
técnica provou ser uma excelente ferramenta analitica para o controle de qualidade
do cacau e do chocolate fermentado (Gomes Junior et al., 2019). Com base nessas
técnicas eletroquimicas, a intensidade da corrente elétrica gerada pode ser
correlacionada a concentracido de determinados analitos e espécies eletroativas

presentes na amostra (Dede et al., 2014; Macedo et al., 2016).

2.4.5 Biossensores para analise de antioxidantes e polifenois totais

Biossensores sao dispositivos analiticos que por meio de reagdes bioquimicas
de enzimas, tecidos, organelas, células, anticorpos, proteinas podem detectar
compostos quimicos por sinais elétricos, térmicos ou Opticos, convertendo e
amplificando o sinais bioldgicos mensuraveis para leitura analitica (lupac, 1992;
Thevenot et al., 2001; Magro et al., 2020).

O reconhecimento biolégico é realizado por meio dos elementos de
reconhecimento como anticorpos, enzimas, DNA, RNA, aptameros e células que
interagem com os alvos que podem ser metais pesados, Poluentes Organicos
Persistentes (POPs), virus, bactérias, proteinas, fenois (Leonardis et al., 2015).

A transducdo do sinal analitico é feita por fluorescéncia, reflectancia,
eletroquimico, piezelétrico, que processam o sinal através da conversao de sinal e

amplificagdo, os tornando aplicaveis em analises nas areas médicas, controle
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ambiental, controle da qualidade de ar, qualidade de agua, deteccdo de micotoxinas
relacionados ao bioterrorismo, patdogenos, gases toxicos, na area industrial
alimenticia, detecgéo de poluentes dentre outros (Almeida et al., 2019).

Os biossensores enzimaticos de oxirredutases auxiliam na deteccao de
compostos fendlicos. Existem mais de 5.000 compostos fendlicos catalogados na
literatura capazes de produzir variagbes estruturais nos radicais substituintes,
amplamente encontrados na natureza, apresentando diversas propriedades em uso
(Andrei et al., 2016; Mollania et al., 2018; Farag et al., 2020).

Dentre os sensores enzimaticos é possivel fazer analise utilizando um extrato
aquoso com diferentes tipos de biossensores, como o de Cordia superba utilizando
parametros que auxiliam na funcionalidade do sensor possibilitando as otimizagdes
com base na RDC 166 (Brasil, 2017; Batista et al., 2022).

O funcionamento eficaz e otimizado apresentam caracteristicas que influenciam
diretamente na detecgdo como a imobilizagao bioldgica, a interagao molécula bioldgica
e substrato, a seletividade e especificidade relacionado aos parametros fisico-
quimicos presentes no sensor, que serao convertidos em sinais quantificaveis direta

ou indiretamente (Sethuraman et al., 2016).
2.4.6 Espectrometria de Massas

A Espectometria de Massas € uma técnica analitica que ioniza espécies
quimicas e separa os ions, baseado em suas relacdo massa/carga, podendo medir
quantitativamente as massas em uma amostra. A lonizagao por Electrospray é uma
técnica utilizada na Espectrometria de Massas para produzir ions através de um
electrospray, determinando o peso molecular de uma ampla variedade de analitos. E
utilizado em meétodos analiticos de moléculas polares que apresentam ions em
solugao aquosa, transformando-os em ions em fase gasosa. A amostra em solugao
advinda da LC é pulverizada através de uma agulha onde é aplicada uma corrente
elétrica de alta voltagem (potencial elétrico de em média 5kV), criando um aerosol
carregando os ions. As goticulas formadas evaporam-se devido ao calor aplicado em
um capilar que recebem as goticulas em particulas cada vez menores. Os ions saem
das goticulas dirigindo-se para o analisador de massas através da manutencao de um
campo elétrico. A partir dai, os ions sdo separados quantitativamente através de sua
razao massa/carga no analisador de massas (Ho et al., 2003; Pozniak e Cole, 2007).

Os constituintes fitoquimicos do extrato bruto hidroalcolico das folhas de
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Eugenia uniflora, assim como sua fragédo, subfragdes e polifendis purificados foram
carcterizados por espectrometria de massas. Onde encontraram-se as seguintes
substancias: da fragdo polifendlica (miricitrina) e a fragdo elagica (acido elagico)
(Tendrio et al., 2024), Em outro estudo realizou-se a identificacdo e quantificagao de
antocianinas e compostos fendlicos utilizando a espectrometria de massas deste
mesmo fruto nativo do Brasil para investigar a composi¢ao quimica do fruto da pitanga
roxa e avaliar seu efeito antioxidante. Dentre as antocianinas foram encontradas:
delfinidina3-O-glucosideo, cianidina 3-O-glicosideo, pelargonidina 3-O-glicosideo,
cianidina 3-O-pentosideo e derivado da cianidina, quanto aos compostos fendlicos
foram encontrados diversos, dentre eles a miricetina 3-O-hexosideo, quercetina3-O-
hexosideo, quercetina3-O- pentosideo, quercetina3-O-desoxihexosideo (Tambara et
al., 2018).

2.5 Consideragoes sobre a agao vasorrelaxante

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), é estimado que cerca de 600
milhdes de pessoas em todo o planeta tenham Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)
e que cerca de 7,1 milhdes de pessoas irdo a obito em decorréncia dessa doenca
(Malta et al., 2017).

A HAS é uma doencga cronica multifatorial, assintomatica, definida pelo aumento
da Presséao Arterial (PA), sendo considerada PA ndo-elevada: PAS < 120 mmHg e
PAD < 70 mmHg; PA elevada: PAS 120-139 mmHg e PAD 70-89 mmHg; Hipertensao
arterial sistémica: PAS = 140 mmHg ou PAD = 90 mmHg, o desequilibrio da
homeostase dos vasos, promove desequilibrio entre a vasodilatacdo e a
vasoconstrigdo causando elevagao da pressao arterial (Barroso et al., 2021; Diretrizes

Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2024).

Existem muitos fatores que podem causar hipertensao, tais como estilo de vida,
habitos alimentares, sedentarismo, estresse, obesidade visceral, a idade entre outros
(Mahan et al., 2011; Meira et al., 2017). Devido a alta incidéncia de hipertenséo e

doencas cardiacas, o controle da presséao arterial se faz necessario e urgente, tem-
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se estimulado o desenvolvimento de politicas publicas e pesquisas buscando
compostos nutricionais e bioativos para promocgao da saude (Marmitt et al., 2016 ;
Galasso et al., 2019).

Em relacdo a estrutura do sistema cardiovascular, cabe salientar que o
endotélio vascular é formado por uma camada unica de células, que reveste a
superficie luminal de todos os vasos sanguineos e localiza-se na interface entre a
parede vascular e 0 sangue, que regula varias fungdes nos vasos, exerce fungdes
essenciais na regulagdo do ténus vascular e na manutengdo da homeostase
cardiovascular (Carvalho et al., 2001;Tousoulis et al., 2012; Kooiman et al., 2013;
Giannitsi et al., 2019). De acordo com a literatura, a regulacdo do ténus vascular é
fundamental para o controle da pressédo arterial, tornando-se imprescindivel a
manutengdo da integridade do endotélio vascular para um controle adequado da
pressao arterial (Bragulat et al., 2001; Zicha et al., 2014). As células endoteliais séo
responsaveis pela sintese e liberagdo de substéncias que podem atuar na
vasodilatagdo ou vasoconstricdo, sobre a musculatura lisa, inibindo ou estimulando

proteinas contrateis (Carvalho et al., 2001; Coleman; Tare; Parkington, 2004).

O endotélio libera substancias vasoativas, e a determinacdo de sua
biodisponibilidade local, podem influenciar o ténus vascular, a tromborregulagéo, a
adesao e proliferagao celular (Giribela et al.,, 2011). Exemplos de substancias
vasoativas derivadas do endotélio sdo o Oxido Nitrico (NO), a prostaciclina e Fator
Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF). O 6xido nitrico € uma molécula
enddgena que é sintetizada a partir de uma reagao de oxidagao catalisada por alguma
das isoformas (constitutiva ou induzida) da enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS), que
utiliza a L-arginina como substrato, para formar NO e L-citrulina (Viaro; Nobre; Evora,
2000; Xie et al., 2014). Este NO enddgeno é capaz de se difundir através das células
para o musculo liso vascular e desencadear uma cascata de reagcées que conduzem
a reducdo da concentragdo citosdlica de Ca?* nestas células por diferentes vias,
promovendo o relaxamento desta musculatura lisa vascular (Pereira et al., 2013;

Svenningsen et al., 2014).

O endotélio também sintetiza substancias vasoconstritoras como a
prostaglandina H2 (PGH2), endotelinal (ET-1), tromboxano A2, a angiotensina Il (Ang

II) e os anions superoéxidos ou espécies reativas de oxigénio (Carvalho et al., 2001).
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As EROs, além de reagirem com o NO diminuindo sua biodisponibilidade, agem nos
vasos causando danos e estimulando o remodelamento vascular, prejudicando a
transducdo de sinais que ocorre a partir do endotélio vascular para o musculo liso,
além de alterar também a permeabilidade da camada endotelial facilitando a aderéncia
de leucécitos (Silva; Cerchiaro; Hondrio, 2011; Kooiman et al., 2013; Kanikarla-Marie;
Jain, 2014) . Dentre varias EROs, as que apresentam maior relevancia para estudos
cardiovasculares sdo: o anion superoéxido (Oz27), o peréxido de hidrogénio(H202), o
radical hidroxil (OH") e o peroxinitrito (OONQO") , formado a partir da reagdo do Oz com
o NO (Hamilton et al., 2001; Lasségue; Griendling, 2004).

Devido a alta prevaléncia de hipertensao e doencas cardiacas, a OMS, tem
estimulado o desenvolvimento de politicas publicas que priorizam a utilizagado de
plantas medicinais no tratamento de doencas, e enfatiza a necessidade de novas
pesquisas com plantas e produtos naturais (Marmitt et al, 2016; Lucena; Guedes,
2020).

Os polifendis constituem um vasto e rico grupo de compostos bioativos
fitoquimicos, encontrados em frutas, chas, especiarias, vinho e vegetais, os quais
possuem um papel fundamental na profilaxia de determinadas patologias, tais como
doencas cardiovasculares, cancer, osteoporose, Diabetes Mellitus (DM), e doencgas

neurodegenerativas (Pereira, 2021; Frias, 2023).

A espécie Eugenia uniflora L., destaca-se pela sua complexa composi¢cao
fendlica que apresenta agdes antioxidante, hipoglicemiante, antirreumaticas e como
agente hipotensivo (ALMEIDA et al., 1995; Meira E et al., 2017). Em alguns estudos
foi verificado que o extrato das folhas de Eugenia uniflora apresentou acao
hipotensora, diurética e vasodilatadora quando testadas em ratos. Os autores do
estudo concluiram que essa ag¢ao pode estar relacionada com um aumento do fluxo

sanguineo renal (Consolini et al.,1999; Cirqueira, 2005).

A atividade hipotensora da Eugenia uniflora concentra-se na investigagcao das
propriedades farmacolodgicas de suas folhas e dos frutos, resultados confirmados no
presente estudo. Até a presente data, ndo existem estudos cientificos que avaliem os
potenciais efeitos vasodilatadores e hipotensores associados ao fruto e a casca da

pitanga. Dessa forma, mesmo que seja popularmente utilizada ha muito tempo,
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evidencia-se a necessidade de pesquisas adicionais que explorem os beneficios, os
mecanismos de acdo e a seguranga do consumo desse fruto, a fim de fornecer

embasamento cientifico solido para sua utilizagao.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante de extratos obtidos de frutos de diferentes
variedades de pitanga e pitangatuba, correlacionando esta com a composigéo de

bioativos majoritarios e agcdo vasorelaxante.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil eletroquimico dos compostos por métodos eletroanaliticos, CV,
DPV e SWV, em diferentes condicbes experimentais das pitangas e da
pitangatuba;

e Aplicar biossensor a base de polifenoloxidase extraida de Cordia superba para
avaliar a capacidade antioxidante dos frutos de pitanga e pitangatuba;

e Aplicar a espectrometria de massas de alta resolucéao, utilizando ionizacao por
eletrospray em modo positivo, com os analisadores Orbitrap-MS e Q-TOF-MS,
para caracterizar os compostos presentes nos extratos dos frutos de pitanga e
da pitangatuba;

e Correlacionar composi¢cao quimica majoritaria das pitangas e pitangatuba, com
propriedades bioldgicas, i.e., potencial antioxidante e vaso relaxante.
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4 METODOS

4.1 Reagentes e origem das amostras

Todas as solugdes eletroliticas foram utilizadas com pureza analitica e foram
diluidos em agua destilada e agua Milli-Q (Condutividade 0:1 < uS. cm™) (Millipore S.
A., Molsheim, Franga). Acido galico, etanol, metanol foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, Mo, EUA).

Foram utilizadas trés amostras diferentes de espécies de Eugenia, sendo elas:
Eugenia uniflora roxa, Eugenia uniflora vermelha e Eugenia selloi, coletadas na
faculdade de farmacia, Universidade Federal de Goias-UFG, situada em Goiania-GO

€ na zona rural do Municipio de Trindade-GO.
4.2 Preparo de amostras

Os extratos de Eugenia foram obtidos usando 2 g de polpa dos frutos e 10 mL
de solugao extratora, em diferentes concentragdes de agua, etanol e metanol, além
do método de extracao in natura por meio de maceracgao por 2 minutos. As proporcdes
das solugdes extratoras foram 100% de agua, 50% de etanol e 50% de agua, 50% de
metanol e 50% de agua.

As amostras foram agitadas em agitador vortex por 1 minuto e 5 minutos em
centrifugacdo a 2500 rpm. Para evitar a presenga de metanol nos ensaios
farmacoldégicos (que poderia danificar os tecidos vasculares), as amostras foram feitas

in natura para a E. uniflora roxa e vermelha.
4.3 Ensaios Voltamétricos

A eletroanalise foi realizada no potenciostato/galvanostato Autolab I1®integrado
ao software NOVA 2.1 (Metrohm). As medi¢cdes foram realizadas em uma célula
eletroquimica de compartimento unico de 10 mL com sistema de 3 eletrodos,
composto por um eletrodo de pasta de carbono, um eletrodo 3M Ag/AgCI/KClsat e um
fio de platina (adquirido da Lab Solutions, Sao Paulo, Brasil), representando o eletrodo

de trabalho, de referéncia e auxiliar, respectivamente. As condi¢cdes experimentais
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para DPV foram amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso de 0,5 s e taxa de
varredura de 10 mV.s™.

As condi¢bes experimentais para SWV foram amplitude de pulso de 50 mV com
frequéncia de 50 Hz e aumento de potencial de 2 mV, correspondendo a uma taxa de
varredura de 100 mV.s'. As condigdes experimentais para CV foram a faixa de
varredura de 0,0 a 1,0 V e taxa de varredura de 100 mV.s"'. Os voltamogramas DPV
foram corrigidos na linha de base e todos os dados foram analisados e processados
no software Origin 9.0.

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (21 £1 °C)
em triplicata, e o principal eletrdlito utilizado foi Solugdo Tampao Fosfato 0,1 M (PBS)
pH 7,0.

4.4 Biossensor

O material vegetal de Cordia Superba Cham (CS) foi coletado de uma unica
planta localizada em Goiania, Brasil, em fevereiro de 2024. Para obtenc¢ao do extrato
bruto foram utilizados os ramos, que foram pesados e encontrou-se o valor de 2 g,
com tamanhos de aproximadamente 5 cm adicionados a solugéo de PBS por 10 min.
A solucéo foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro, resultando no extrato bruto
de Cordia superba (Batista et al., 2022).

O biossensor eletroquimico PPO-Cordia superba foi preparado de acordo com
dados anteriores do grupo de pesquisa, com 70 mg de p6 de grafite e 50 uL de extrato
de Cordia superba. A mistura foi deixada secar a temperatura ambiente por
aproximadamente 2 h (28 °C). Em seguida, 30 mg de 6leo mineral foram adicionados
para obter uma pasta homogénea. Uma quantidade da pasta aglutinada foi usada para
preencher a cavidade com 2 mm de didametro e 0,5 mm de profundidade no porta-
eletrodo, originando os biossensores eletroquimicos PPO baseados no extrato bruto
de Cordia superba, CP50CS (Batista et al., 2022). Na Figura 7 pode ser observada a
esquematizagao da preparacao do biossensor enzimatico.

Todas as andlises voltamétricas foram realizadas em  um
potenciostato/galvanostato PGSTAT® modelo 204 integrado ao software NOVA2 1®
(Metrohm Autolab, Utrecht, Holanda). Os experimentos foram realizados em célula
eletroquimica (10 mL) com um sistema de trés eletrodos consistindo de biossensor

eletroquimico PPO, um fio de platina (Pt) e Ag/AgCI/KClsat, como eletrodo de trabalho,
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auxiliar e de referéncia, respectivamente. A pasta de carbono foi renovada
manualmente para cada experimento, a fim de garantir a eficacia e reprodutibilidade

dos resultados.

Figura 7. Esquematizacdo da preparacao do biossensor enzimatico de Cordie. superba,
e 0 mecanismo enzimatico redox da polifenoloxidases com o marcador fenélico catecol
em 1,2-Benzoquinona.
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Fonte: Batista et al., 2022.

Com base em resultados anteriores (Batista et al.,, 2022), o biossensor
eletroquimico PPO foi condicionado antes do uso em tampé&o acetato (pH 5,0) com
voltametria ciclica e 10 varreduras sucessivas, 50 mV s™', foram realizadas, em uma
faixa de potencial de 0,0 a 1,0 V. A técnica DPV foi escolhida para realizar as analises
de compostos fenolicos. As condigdes operacionais foram amplitude de pulso de 50
mV, largura de pulso de 0,5 segundos e taxa de varredura de 10 mVs-'. Todos os
experimentos eletroquimicos apresentados neste trabalho foram realizados em

tampao acetato pH 5,0, em triplicata (n = 3) e a temperatura ambiente (28 + 2 °C).
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4.5 Analise por Espectrometria de massas dos extratos de Eugenia

O extrato fitoquimico na concentragdo de 200 pg/mL foi injetado no
espectrometro de massas de alta-resolugéo Q Exactive Orbitrap MS usando uma fonte
de ionizagao electrospray em modo positivo de ionizagdo (ESI (+)). Para a anotagéo
estrutural dos metabdlitos majoritarios, os dados de espectrometria de massas em
tandem (analise de fragmentacdo MS") foram confrontados com bibliotecas espectrais
de dominio publico.

A atribuicdo de féormulas moleculares foi realizada empregando o software
Xcalibur™, Para determinagdo de estruturas moleculares, os ions majoritarios
detectados no espectro de massas foram fragmentados com energia de colisdo de 20,
25 e 30 eV. A faixa de massa nos experimentos completos de varredura MS foi m/z
100-1100 e a identificacdo estrutural foi realizada com base nos padrées de

fragmentagao MS" e intensidade dos ions.

4.6 Estudo de artérias isoladas e atividade vasorrelaxante

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos entre 200 a 250 g. Sendo
que esses animais foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal de
Goias e mantidos no biotério da Faculdade de Farmacia da respectiva universidade.
Os ratos (n= 5 para cada protocolo diferente) foram anestesiados, eutanasiados
(puncao cardiaca e exsanguinagdes) e a aorta toracica foi removida, limpa e cortada
em anéis (£ 3-4 mm de comprimento), colocados em banho de érgaos (10 mL) entre
dois estribos de ago inoxidavel e conectados a um sistema computadorizado e uma
unidade de aquisi¢ao de dados WinDaq Resource (DATAQ Instruments, Akron, OH,
EUA) para medir a tens&o isométrica vascular.

Curvas concentragao-efeito para E. uniflora sp. para investigar o mecanismo
responsavel pelo relaxamento induzido por E. uniflora sp. em aneis adrticos com
endotélio intacto foram pré-contraidos com fenilefrina (0,1 uM) 30 min apds incubagao
com o inibidor da o6xido nitrico sintase (L-NAME, 100 uM). As artérias controle

receberam o mesmo tratamento sem L-NAME.
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Efeito de E. uniflora sp nas contragbes induzidas pelo influxo de Ca 2*: Para
avaliar a contribuicdo relativa desta planta na contragdo induzida por influxo
extracelular de Ca?*, curvas concentragio-resposta para KCl (0-150 mM) foram
geradas em solugado normal de Krebs na auséncia ou presencga (30 min, 300 yL) de

E. uniflora vermelha (8,121 pg/uL) ou E. uniflora roxa (47,67ug/uL).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos desenvolvidos nas ultimas décadas vém demonstrando que a
capacidade antioxidante de frutos e folhas estd diretamente relacionada com a
concentragdo de compostos fendlicos (Antonello et al., 2023; Kraus et al., 2023;
Dacoreggio et al., 2024). Tendo em vista que as espécies de pitanga e pitangatuba
sao constituidas por complexas composi¢cdes metabodlicas que possuem metabolitos
de diferentes polaridades, a escolha do solvente extrator ou método de extracao
utilizado é crucial para efetuar uma extracdo de maior variedade desses compostos.

Para isso, as extragdes em diferentes solventes, foram analisadas por meio do
pico de corrente anddica Ipa e como os valores de Ipa indicam a quantidade de
espécies eletroativas presentes nas amostras, pode-se inferir que a Eugenia uniflora
roxa apresenta a maior concentracao de espécies eletroativas, e, portanto, a maior
capacidade antioxidante quando comparada as outras Eugenias analisadas, conforme

observado no grafico 1.

Grafico 1 — Resultados obtidos de diferentes solugdes extratoras dos frutos da
Eugenia uniflora roxa (==), Eugenia uniflora vermelha (=) e Eugenia selloi (=): in
natura, agua, etanol/agua e metanol/agua para determinar o melhor sistema extrator
para as proximas analises.
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L
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In natura Agua Etanol Metanol

Fonte: Autor, 2025.

48



A solugado composta por metanol/agua foi o sistema extrator que apresentou os
maiores valores ‘do indice eletroquimico (IE) entre os sistemas avaliados, indicando
sua elevada eficiéncia na extracdo de compostos eletroativos. Os valores do |IE obtidos
foram de 48,11 uA/V para Eugenia uniflora roxa(EUR), 23,83 pA/V para a Eugenia
uniflora vermelha(EUV) e 14,99 uA/V para a Eugenia selloi. Esses resultados indicam a
variedade roxa de E. uniflora possui a maior atividade antioxidante entre todas as
especies e variedades analisadas. Estudos reportados na literatura destacam que o
metanol juntamente com a agua sdo amplamente utilizados para a extracdo de
compostos fendlicos. Considerando que os derivados fendlicos sdo geralmente
polares, os solventes préticos polares sdo mais efetivos na extracdo destes. O uso
isolado de um solvente pode extrair uma quantidade de compostos fendlicos inferior
quando dois ou mais solventes sdo combinados durante a extracao, visto que o papel
em relacdo a interagbes de polaridades solvente-solvente em competicdo pela
solvatacao do soluto e que o uso misto de solventes depende intimamente da matriz
alimenticia para que se extrala quantitativos superiores (GarciaSalas et al., 2010;
Shafique et al.,2013; Alcantara et al.,2019).

Assim, alcoois alifaticos (por exemplo, metanol e etanol) e solventes organicos
polares (por exemplo, acetona, acetato de etila) sdo as opgdes mais empregadas para
extrair fendlicos de subprodutos vegetais. Ja para os fendlicos mais polares, como os
acidos benzdico, cinamico e antocianinas, que podem nao ser totalmente soluveis em
solventes organicos, misturas com diferentes proporgdes de agua séo utilizadas como
metanol/agua ou etanol/agua em diferentes concentracbes para conseguir extrair
fenois com maior rendimento e maior variedade de compostos (Galanakis et al., 2010;
Gil-Martin et al., 2022).

Deste modo, o sistema extrator selecionado para a realizacdo dos

experimentos posteriores foi aquele constituido por metanol/agua 50:50 (v/v).
5.1. Caracterizagao eletroanalitica das variedades de Eugenia uniflora

Foi possivel observar na Figura 8A, a analise do eletrélito suporte na faixa de
pH entre 3,0 a 9,0 com o conjunto de amostras (pool). O pH 5,0 e 7,0 apresentaram
melhores resolugdes para os voltamogramas com picos de corrente maiores para

todos os extratos aqui estudados, tal comportamento pode estar associado ha uma
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melhor solubilidade dos compostos eletroativos nessa faixa de pH, bem como ha uma

melhor cinética de transferéncia eletrénica com coparticipagao de prétons (Gil e Couto,
2012; Moreno et al., 2022).

Figura 8: Estudo da influéncia do pH no comportamento eletroquimico dos
voltamogramas obtidos para um pool das amostras de cada variedade de pitanga e
pitangatuba (A). Equacao da reta Epa X pH (B).

o

0.50

5 045

<

£ 0.40-

%) o

o

< 0.354

o

( 4

s 0.30-

=

2 025 =

o

w* 0.20 ®
0.15 T T T T T T T

3 4 5 6 7 8 9

Fonte: autor

Por sua vez, a inclinagao foi proxima de 59 mV x unidade de pH para curva
apresentada na Figura 8B, mostra que predominam espécies eletroativas, cuja
participacdo de prétons e elétrons no processo redox € equitativa de 1:1.
Comportamento este tipico para oxidagdo de compostos fendlicos (Gil & Couto, 2013).

Considerando que o papel nutricionalmente efetivo dos antioxidantes, se da em
pH fisiolégico, o pH 7,0 foi escolhido para os demais experimentos. A figura 9

apresenta os voltamogramas (DPV) para diferentes espécies de pitangas e
pitangatuba investigadas.

Os potenciais de pico, Epat, oscilaram entre 0,18 a 0,26 V para todas as
variedades, que em pH neutro sdo compativeis com o esperado para compostos
fendlicos, catecol like, ou seja orto di-substituidos com duas hidroxilas. A partir dos
picos de corrente, a1, correspondentes, foram calculados o indice eletroquimico para
cada variedade. Ressalta-se que os potenciais expressam aspectos termodinamicos

relativos a forga redutora das espécies quimicas eletroativas presentes em cada
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extrato de cada variedade de pitanga. Ja os niveis de corrente expressam a
quantidade global destes compostos eletroativos, como também fatores cinéticos, ou
seja a velocidade em que cada composto transfere seus elétrons (Lino & Gil, 2013). A
Figura 9 abaixo apresentada, evidencia niveis de corrente para as variedades de

pitanga roxa, seguida pela vermelha e amarela (pitangatuba).

Figura 9 — Voltamogramas obtidos por DPV para Eugenia uniflora Roxa (==), Eugenia
uniflora Vermelha (=), Eugenia selloi (=) em Tampao Fostato 0,1M, pH 7,0.

IwA

=

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
EIV (vs. Ag/IAgCI/KClga¢)

Fonte: Autor

Como os valores de lpaindicam a quantidade de espécies eletroativas presentes
nas amostras, pode-se deduzir que a pitanga roxa possui a maior concentragao de
antioxidantes dentre as variedades de Eugenia analisadas, seguida da pitanga
vermelha. Valores mais elevados de lpa indicam o conteudo antioxidante, enquanto
valores mais baixos de Epa refletem no carater doador de elétrons e no poder redutor
das espécies presentes na amostra. Os picos apresentaram perfis semelhantes a
poderosos antioxidantes, tais como os compostos fendlicos: acido galico, catecol,
acido elagico e catequina (Batista et al., 2021). Outra caracteristica desejada aos
antioxidantes naturais é a reversibilidade com que o mesmo possa sofrer processo
redox, ou seja, doar elétrons para neutralizagdo de um radical e depois em um meio
mais acido e redutor retornar ao estado neutro. Este comportamento pode ser melhor
avaliado por SWV, um técnica rapida e de maior sensibilidade. Caracteristicas estas

que repercutem de forma geral em menor bloqueio do eletrodo, ja que, sendo mais
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sensivel pode-se trabalhar com menores concentragdes, e sendo mais rapida, menor
€ o0 tempo para que haja eletro adsor¢do com passivagao do eletrodo, durante
oxidacdo eletroquimica. O modo de aplicacdo de pulso desta técnica permite a
detecgdo anddica e catddica simultanea de processos. Os resultados da SWV obtidos
para as variedades alvos, € apresentado na Figura 10, mostrando um processo
anodico claramente reversivel, onde as correntes catddicas e anodicas s&o
semelhantes (la/lc=1). Este comportamento, assim como valores de Epa em pH 7,0, e
inclinacdo da curva figura 10B, corroboram para presenga de compostos catecol like
(Lino & Gil, 2013; Macedo et al., 2017).

Figura 10: Voltamogramas obtidos por SWV para Eugenia uniflora Roxa (A),

Eugenia uniflora Vermelha (B), Eugenia selloi (C) em Tampé&o Fostato 0,1M, pH 7,0.
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Apos a confirmacao da reversibilidade do pico das amostras de Eugenia pela
SWV foram realizados testes com o biossensor enzimatico de Cordia superba a fim de
otimizar a identificacdo dos compostos bioativos e melhorar a resolugao dos picos
catdédicos dos ensaios com o extrato de Eugenia uniflora L. e Eugenia selloi (Figura 11
e Tabela 1).

Figura 11 - Voltamogramas obtidos por DPV para Eugenia uniflora Roxa (=), Eugenia
uniflora Vermelha (=), Eugenia selloi (=) em Tamp&o Fostato 0,1M, pH 7,0, com o
biossensor enzimatico de Cordia superba.
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Fonte: Autor

Foi possivel observar que a E. uniflora roxa e vermelha e a E. selloi
apresentaram aumento significativo na presenga do eletrodo modificado com o

biossensor enzimatico de C. superba, que pbéde ser observado tanto pelo voltagrama
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Figura 11 como pela tabela 1, provavelmente o sitio ativo enzimatico teve maior
seletividade para os compostos majoritarios com comportamento eletroativo
corroborando com os resultados dos picos anddicos observados nas figuras 9 e 10
(Batista et al., 2022).

Tabela 1. Fendis totais em amostras de pitangas usando eletrodo modificado com

pasta de carbono, onde tém-se as eugénias: E. uniflora Roxa (EUR), E. uniflora
Vermelha (EUV) e E. Selloi (ES).

Amostra Eletrodos SD Eletrodos SD Aumento de Aumento
com modificados sinal de
pasta de com (Sinal sinal
carbono biosensor(pA) Biosensor/Sinal (%)
(HA) Com pasta de
carbono)
EUR -1.3205 0.049 -2.3265 0.099 1.75 176,18
EUV -0.43673 0.051 -1.42916 0.055 3.27 327.24
ES -0.3771 0.029 -0.8273 0.006 2.19 219.38

5.2. Analises da composicao quimica por Espectrometria de Massas

O perfil metabdlico dos frutos de Eugenia uniflora (roxa e vermelha) e da
Eugenia selloi foi obtido a partir dos dados espectrais adquiridos por espectrometria
de massas de ultra-alta resolugao (UHR-MS) usando ionizagao electrospray em modo
positivo de ionizacao (ESI (+) Orbitrap MS), cujos resultados foram considerados ions

detectados com intensidade absoluta em 3ES8.

No estudo sobre a composi¢gao metabdlica das espécies Eugenia uniflora roxa,
Eugenia uniflora vermelha e Eugenia selloi, foram identificados e comparados os ions
presentes em cada uma dessas espécies através do diagrama de Venn (Figura 12).
Adicionalmente, através dos graficos de Beeswarm plot e Ridgeline chart foi possivel
avaliar a variagao metabdlica em fung¢ao do peso molecular dos metabdlitos presentes

em cada espécie.
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Figura 12. Diagrama de Venn das espécies de Eugenia uniflora roxa e

vermelha e Eugenia selloi.
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Fonte: Autor

A andlise das trés espécies de Eugenia revela perfis quimicos distintos. O
Diagrama de Venn mostra que Eugenia selloi possui 136 ions unicos e compartilha
poucos ions com as outras espécies, destacando-se por um metaboloma diferenciado.
Em contrapartida, Eugenia roxa e Eugenia vermelha compartilham mais ions entre si,
entretanto, ainda mantém compostos exclusivos. As trés espécies compartilham 48
ions, apontando para um nucleo comum de compostos, que pode ter funcdes
conservadas.

No grafico de Beeswarm plot (a), observa-se que Eugenia roxa e Eugenia
vermelha tém compostos de até 800 Da, enquanto Eugenia selloi apresenta
predominantemente compostos de menor massa, entre 150 e 550 Da. O grafico de
Ridgeline chart (b) reforga essas diferengas, indicando que Eugenia selloi tem um perfil
mais simples com compostos de menor peso molecular. Essas variagbes sugerem
adaptacdes metabdlicas especificas entre as espécies, com potenciais implicagoes

para aplicagdes bioativas. Conforme pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Graficos de Beeswarm plot (a) e Ridgeline chart (b) das espécies de
Eugenia uniflora roxa, vermelha e E. selloi.
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Fonte: Autor

A analise das trés espécies por ESI (+) Orbitrap MS, representadas pelas
amostras Eugenia uniflora roxa, Eugenia uniflora vermelha e Eugenia selloi, revela
uma variagdo marcante na abundancia de compostos fendlicos, indicando perfis
metabdlicos distintos. Esse perfil diferencial entre as espécies € um reflexo da
diversidade no metaboloma, sugerindo adaptacbes especificas e potenciais
funcionalidades biologicas exclusivas. Na amostra de Eugenia roxa, observa-se uma
predominancia expressiva de Cianidina 3-O-glicosideo, um composto da classe das
antocianinas, 0 que sugere que esta espécie possui um alto conteudo de pigmentos
responsaveis por cores vibrantes, com possivel agao antioxidante robusta. Além disso,
compostos como Catequina e Pelargonidina 3-O-glicosideo também aparecem em
quantidades elevadas nesta amostra, corroborando um perfil rico em compostos com
atividade antioxidante e anti-inflamatdria.

Por outro lado, a amostra de Eugenia vermelha apresenta quantidades
consideraveis de Cianidina 3-O-glicosideo, semelhante ao observado em Eugenia
roxa, porém, em concentragdes mais moderadas. Este perfil sugere que a Eugenia
roxa possui um metaboloma que, embora também contenha antocianinas e
catequinas, se diferencia em relagdo a Eugenia roxa, indicando uma composig¢ao

fendlica potencialmente adaptada para fungdes especificas na espécie. Outros
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compostos como Miricetina 3-O-hexosideo e Delfinidina 3-O-glicosideo também
apresentam altos niveis, sinalizando um perfil variado de flavonoides. Conforme

apresentado na Figura 14.

Figura 14. Graficos de mapa de calor exibindo a abundancia relativa dos metabdlitos
encontrados a partir dos dados espectrais obtidos por ESI (+) Orbitrap MS das
espécies de Eugenia roxa, vermelha e selloi.
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A amostra de Eugenia selloi apresenta um perfil notavelmente distinto das
demais. O acido galico aparece em uma abundancia extremamente elevada em
comparagao com outros compostos e outras amostras, indicando que esta espécie
pode ter uma capacidade acentuada de acumular acidos fendlicos. Entretanto, a
maioria dos outros compostos fendlicos esta presente em quantidades
substancialmente menores em Eugenia selloi, o que sugere um metaboloma mais
simplificado ou especifico para essa classe de compostos.

Na figura 15, é possivel identificar os marcadores quimicos das amostras de

Eugenias, sendo que na EUR é o composto Cianidina 3-O-glicosideo de m/z 449.10

57



[M+H] (Santos et al., 2021), na EUV é o composto é a mirecetina 481.11 [M+H] (Sobeh
et al., 2020) e na ES ¢é o acido galico m/z 171.02[M+H], (Barreira et al., 2024)

Figura 15. Espectro de massa obtido pela analise ESI(+)-MS de Eugenia uniflora roxa
(A), Eugenia uniflora vermelha (B) e Eugenia selloi (C) usando um espectrometro de
massa Q-TOF.
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A Tabela 2 apresenta os metabdlitos encontrados nos extratos das pitangas
Eugenia uniflora e selloi.
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Tabela 2. Metabdlitos presentes em amostras de pitangas (Eugenia uniflora e selloi)

com propriedade antioxidante.

Modo m/z Férmula Composto Estrutura quimica Referéncias
ion empirica nome
Cianidina 3- (Santos et al.,
ESI(MS | 449.10 | C21H21CIO11 | glicosideo 2021)
HO ,-'\/C‘ \//[‘ H
ESI(+)MS | 291.08 | C15H140e Catequina ( ]\ %N (Barreira, 2024)
"‘T/"“V’ OH
OH
OH
OH
i
. 0., -, A0 IL-’J/ .
ESI(+)MS | 303.04 | C15H1007 Quercetina ]L‘:]“\ JL (Barreira, 2024)
Ty oH
oH O
O..__OH
ESI(+)MS | 171.02 | C7HeOs Acido galico HOHIOH (Barreira, 2024)
OH
ESI(+)MS | 319.03 | C15H100s Miricetina
(Fidelis, 2022)
7 _OH
ESI(+)MS | 271. H Apigenina PR
(+) 05 | C15H1005 pig HO\,H. \__:[,0 ' (Sobeh et al.,
N 2020)
OoH O
O
HO\/’"\%OH
- Ho” ~© OH
ESI(+)MS | 501.07 | C21H21CIO12 | Delfinidina 3- (l) !
glicosideo ZY Y (Barreira, 2024)
HOI./-.}\ /1\\0,-’\\5;./ ~OH
HO o Cl
OH
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O alto conteudo de antocianinas e flavonoides em Eugenia roxa e Eugenia vermelha,
contrastando com a predominancia de acidos fendlicos em Eugenia selloi, indica que essas
espécies podem oferecer diferentes beneficios funcionais e adaptativos, refletindo a riqueza

do metaboloma das trés espécies analisadas.

5.3 Avaliagao da atividade vasorrelaxante

A figura 16, representa a atividade vasorrelaxante de amostras de (A) Eugenia uniflora
vermelha e (B) Eugenia uniflora roxa em aortas de ratos com endotélio intacto pré-contraidas
com fenilefrina (0,1 uM) na auséncia ou presencga (30 min) do inibidor da timidase de éxido
nitrico L-NAME (100 uM). Os pontos com os dados representam a média £+ SEM (n=5-6) do
efeito relaxante expresso em percentagem. Diferencga significativa *P<0,001.

As curvas concentracao-efeito obtidas para os extratos de Eugenia uniflora sp.
demonstraram que o relaxamento vascular induzido foi significativamente atenuado na
presenga do inibidor da oxido nitrico sintase (L-NAME), evidenciando o envolvimento da via
do NO na resposta vasorrelaxante.

Para o extrato da variedade vermelha de E. uniflora, observou-se uma redugdo mais
acentuada na tensao vascular, atingindo 1,69 g na concentragdo maxima de 10,82 ug/uL. No
entanto, na presenca de L-NAME, esse efeito foi significativamente inibido, com a tensdo
final se mantendo em 3,41 g, sugerindo menor capacidade de relaxamento.

De forma semelhante, o extrato da variedade roxa promoveu uma reducéo da tensao
para 1,77 g na concentracdo maxima de 63,56 pg/uL, enquanto na presenca de L-NAME o
relaxamento foi parcialmente revertido, com a tensao final atingindo 2,51 g.

Esses achados indicam que a agao vasorrelaxante promovida por ambas as
variedades de E. uniflora sp. € parcialmente dependente da integridade do endotélio e da
producdo de NO. A inibicdo da enzima éxido nitrico sintase reduziu significativamente a
eficacia do extrato, o que corrobora a hip6tese de que a ativagao da via NO € um dos

mecanismos envolvidos na mediacao desse efeito farmacoldgico.
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Figura 16. Atividade vasorrelaxante de amostras de (A) Eugenia uniflora vermelha e (B)
Eugenia uniflora roxa em aortas de ratos
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Fonte: autor

De acordo com a figura 17 as amostras de pitangas vermelhas induzem um efeito
vasodilatador em artérias isoladas mais potente que a roxa. Os extratos das pitangas
causaram relaxamento em artérias isoladas com endotélio funcional, mostrando uma
dependéncia significativa das células endoteliais sobre os efeitos vasculares do extrato nas
concentracdes testadas.

A pitanga vermelha apresenta uma abundancia maior de quercetina e catequina que
segundo estudos possui melhor atividade vasorelaxante. Trabalhos mais recentes usando
animais e humanos hipertensos (> 140 mm Hg sistélica e > 90 mm Hg diastdlica) indicam
uma diminuicdo na pressao arterial apds a suplementacdo de quercetina. As catequinas
apresentam agao farmacoldgica benéficas em doengas cardiovasculares como a hipertenséo
(Deka, 2011; Carvalho et al., 2021).
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Figura 17. Contragado vascular induzida por KCI (0-150 yuM) em aortas de ratos com endotélio
intacto. A) Curva para KCl com 300uL de Eugenia uniflora vermelha = 8.121ug/puL e B) Curva
para KCI com 300uL de Eugenia uniflora roxa = 47.67 pg/uL.
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Em varios estudos o licopeno que é o principal carotenoide encontrado na pitanga
vermelha possui efeitos cardioprotetores. Os efeitos cardiovasculares protetores do licopeno
podem ser explicados por varios mecanismos que incluem melhora do perfil metabdlico
(metabolismo lipidico e glicidico), comunicagao intercelular e rigidez arterial, redugdes
significativas dos niveis de resposta inflamatéria, marcadores de estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica, bem como efeitos antiateroscleréticos, antiplaquetarios,
antiapoptoticos, antioxidantes, anti-hipertensivos e efeitos endoteliais protetores
(biodisponibilidade do 6xido nitrico e fluxo sanguineo) (Vallverdu-Queralt et al., 2015; Silva
et al., 2022).
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Efeito de E. uniflora sp nas contragdes induzidas pelo influxo de Ca?*. Em termos da
contragdo externa induzida por Ca?* estimulada por KCI, a pré-incubagdo com E. uniflora
vermelha reduziu a contragdo das artérias (valores de efeito maximo), iniciando na
concentracao de 35 mM de KCl para E. uniflora vermelha e de 20 mM de KCI para E. uniflora
roxa. De acordo com a Figura 17 a pitanga roxa foi mais potente que a pitanga vermelha na
contragao.

Para investigar a interferéncia dos extratos de E. uniflora sp. na entrada de calcio
extracelular, foram avaliadas as contragdes das artérias induzidas por KCI em solugao de
Krebs. O KCI promove a despolarizacdo da membrana das células musculares lisas
vasculares, ativando os canais de calcio do tipo L e permitindo o influxo de Ca?*, resultando
em contragao.

Os experimentos demonstraram que a pré-incubagcdo com o extrato de E. uniflora
vermelha atenuou significativamente as contragbes induzidas por Ca?* extracelular em
artérias previamente contraidas por KCI. A inibicao da contracao foi observada a partir de 35
mM de KCI para E. uniflora vermelha. Ja para a variedade roxa, essa atenuacao foi
evidenciada a partir de 20 mM de KCI.

De acordo com a Figura 17, o extrato da variedade roxa demonstrou maior poténcia
inibitéria sobre as contracdes induzidas por Ca?* quando comparado ao da variedade
vermelha. Essa diferenga sugere que os compostos presentes no extrato roxo podem ter
maior afinidade ou eficacia na modulacédo dos canais de calcio, inibindo o influxo de Ca?* de
forma mais eficiente.

Esses achados reforcam a hipotese de que os extratos de E. uniflora atuam, ao menos
em parte, por meio da inibicdo dos canais de calcio do tipo L, o que contribui para o efeito
vasorrelaxante previamente observado.

As Eugenias uniflora vermelha e roxa apresentam variagdes nas composigcoes
quimicas que podem refletir nas propriedades bioldgicas distintas entre as duas espécies.
Este é o primeiro estudo relacionado a polpa e a casca dos frutos de pitanga e seus efeitos

hipotensores, estudos anteriores sé tinham usado as folhas para avaliar essa atividade.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusao

Os resultados deste estudo confirmaram o elevado potencial antioxidante dos
frutos de Eugenia uniflora L. (pitanga) e Eugenia selloi (pitangatuba), avaliados por meio
de metodologias eletroquimicas. As analises demonstraram que os extratos obtidos com
solucdes hidrometandlica e tampao fosfato apresentaram eficiéncia na extracdo de
compostos fendlicos, as técnicas eletroquimicas DPV e SWV mostraram-se adequadas
para a caracterizagado do potencial antioxidante.

Os picos anddicos observados em Epa=0,26V para as pitangas vermelha e roxa
e Epa=0,18 a 0,26 para a pitangatuba, indicaram a presenga de compostos polifendlicos
compativel com acido galico, corrobando com os resultados obtidos por
espectrofotometria e evidenciando a robustez das metodologias utilizadas. Além disso,
0 uso do biossensor baseado na enzima polifenase de Cordia superba representou uma
inovacgao significativa, melhorando a sensibilidade das analises e reforgando o papel dos
métodos eletroquimicos como ferramentas complementares nos estudos de compostos
bioativos.

Os compostos maijoritarios identificados por espectrometria de massas, como
cianidina 3-O-glicosideo na pitanga roxa, miricetina 3-O-hexosideo e delfinidina 3-O-
glicosideo na pitanga vermelha, e acido galico na pitangatuba, sao reconhecidos por
suas propriedades antioxidantes. Notavelmente, a pitanga roxa apresentou maior
capacidade antioxidante quando comparada a pitanga vermelha e a pitangatuba. Os
testes farmacoldgicos revelaram a acao vasorrelaxante das polpas e cascas de Eugenia
uniflora, com destaque para a inducdo da producédo de Oxido nitrico pelas células
endoteliais e a reducao da lesdo oxidativa causada pelo KCI. Esses achados ampliam o
conhecimento sobre as propriedades funcionais das Eugenias, destacando seu potencial
como alimentos funcionais e agentes terapéuticos. Por fim, este trabalho inova ao
explorar a aplicacédo de biossensores eletroquimicos no estudo do potencial antioxidante
e vasorrelaxante de frutos nativos brasileiros, trazendo contribuigdes significativas para

o campo da pesquisa em alimentos funcionais e farmacologia de produtos naturais.

64



6.2 Perspectivas

A perspectiva é a comparacao de analises espectrométricas convencionais como
ABTS e Folin Ciocauteu com a eletroquimica e posteriormente analises mais
aprofundadas nos testes farmacoldgicos para melhor compreensdo dos mecanismos de

acao que as pintangas promovem nos vasos sanguineos.
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