UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACIA

INVESTIGACAO FITOQUIMICA E BIOLOGICA DE Eugenia
hiemalis Cambesseédes (MYRTACEAE)

Gabriele Andressa Zatelli

Florian6polis
2015






Gabriele Andressa Zatelli

INVESTIGACAO FITOQUIMICA E BIOLOGICA DE Eugenia
hiemalis Cambesseédes (MYRTACEAE)

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pés-Graduagdo em  Farmdcia da
Universidade  Federal de  Santa
Catarina para a obtencdo do Grau de
Mestre em Farmdcia.

Orientadora: Prof* Dr.* Miriam de
Barcellos Falkenberg.

Coorientadora: Prof.” Dr.* Michele
Debiasi Alberton.

Florian6polis
2015



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragado Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Zatelli, Gabriele Andressa

Investigagdo fitoquimica e bioldégica de Eugenia hiemalis
Cambessédes (Myrtaceae) / Gabriele Andressa Zatelli ;
orientador, Miriam de Barcellos Falkenberg ; coorientador,
Michele Debiasi Alberton. - Florianépolis, SC, 2015.

217 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias da Saude. Programa de Pés-
Graduagdo em Farmacia.

Inclui referéncias

1. Farmacia. 2. Eugenia hiemalis. 3. Quinonas. 4. Oleos
essenciais. 5. Atividade antibacteriana,
anticolinesterdsica e antioxidante. I. Falkenberg, Miriam
de Barcellos. II. Alberton, Michele Debiasi . III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pés-
Graduagdo em Farmacia. IV. Titulo.




“Investigacio fitoquimica e biolégica de Eugenia
hiemalis Cambessédes (Myrtaceae)”

POR

Gabriele Andressa Zatelli

Banca Examinadora:

Dissertacio julgada e aprovada em
sua forma final pelo(a)
Orientador(a) e membros da
Banca Examinadora, composta
pelos Professores Doutores:

NS egece

Prof(a). Dr(a). Amelia Teresinha Henriques (UFRGS — Membro

i - B e

Titular)

Prof(a). Dr(a). Maique Weber Biavatti (UFSC — Membro Titular)

2

Prof(a). Dr(a). Thais Cristine Marques Sincero (UFSC - Membro

(N PGy,

Titular)

Prof(a). Dr(a). Miriam de Barcellios Falkenberg (UF$C —

Orientador(a))

bied

Profa. Dra Ténia B&t/rlz Creczynski Pasa
Coordenadora do Programa de P6s-Graduagio em Farmacia da

UFSC

Florianépolis, 19 de margo de 2015.






Dedico este trabalho a minha familia e
amigos.






AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que contribuiram de alguma forma para a
realizagdo deste trabalho:

- A Deus, pelo seu imenso amor e graca;
- A minha familia, por todo o suporte e incentivo;

- A minha orientadora, Miriam de Barcellos Falkenberg, por toda a
atencdo, conhecimento repassado, criticas construtivas, e apoio durante
toda esta jornada;

- A minha coorientadora, Michele Debiasi Alberton, por todo o apoio e
incentivo desde minha inser¢do na drea de pesquisa durante a graduacgio
até o mestrado;

- Aos professores e técnicos que contribuiram para a realizacdo de
analises: Caio Mauricio Mendes de Cordova, Edésio Luiz Simionatto,
Dilamara Riva Scharf (FURB), Vassilios Roussis, Efstathia ITaammou
(Universidade de Atenas), Rosingela de Almeida Epifanio (in
memoriam) e Alessandra Leda Valverde (UFF);

- Aos professores Dr. Daniel Falkenberg e Dr. Marcos Eduardo Guerra
Sobral, pelas informacdes botanicas e identificacdo da espécie avaliada
neste trabalho;

- Aos professores do laboratério de Quimica Farmacéutica e do
GEPRONAS;

- Aos participantes dos grupos de pesquisa da FURB e da UFSC que
colaboraram diretamente neste trabalho: Priscila Zimath, Lucas Felipe
Oliveira Vieira, Rafael Mafetoni, Adrielli Tenfen, Ana Claudia
Philippus e Tauana Wanke;

- Aos demais colegas de laboratdrio, pelos momentos compartilhados e
troca de experiéncias: Ana Luisa, Ana Vieira, Diogo, Fabiana, Lara,
Larissa, Layzon, Luise, Luiz, Maria Izabel, Narjara, Rafaela, Tamires,
Simone, Solomon, Tatiana, Teca e Vanessa.

-A coordenacio, professores e servidor do Programa de P6s-Graduagéo
em Farmdcia da UFSC, por todo o suporte oferecido em minha
formacao;

- A CAPES, pelo apoio financeiro.






A percepgdo do desconhecido é a mais
fascinante das experiéncias. O homem que
ndo tem os olhos abertos para o mistério
passard pela vida sem ver nada.

Albert Einstein






RESUMO

Produtos naturais sdo de grande interesse cientifico, especialmente
farmacéutico. Espécies do género Eugenia apresentam importantes
atividades bioldgicas, mas para E. hiemalis hd poucos estudos na
literatura. A busca de novos farmacos para doencas neurodegenerativas
e outras decorrentes do estresse oxidativo, e a resisténcia a antibidticos
constituem desafios contemporineos. Neste trabalho foram investigadas
partes aéreas de E. hiemalis (Itapud, RS) num estudo bioguiado pelas
atividades anticolinesterasica, antibacteriana (molicutes) e antioxidante,
e analisou-se a composicdo quimica e atividade bioldgica do dleo
essencial das folhas (Blumenau, SC). Extratos e fracdes foram
fracionados em colunas monitoradas por cromatografia em camada
delgada. Substincias isoladas foram analisadas por métodos
espectroscopicos. Os 6leos das folhas foram extraidos em aparelho de
Clevenger nas quatro estacdes do ano e analisados por cromatografia
gasosa. As atividades bioldgicas foram avaliadas por grupos parceiros.
Os extratos CH,Cl, apresentaram os melhores resultados de atividade
anticolinesterdsica e antibacteriana. Do extrato CH,Cl, das folhas foram
isolados GE1 (acetato de miconidina), GE2 (primina), GE6, GES8
(benzoquinonas inéditas na literatura). GE1, GE2, GE9 (metil-olivetol) e
outro composto foram isoladas do extrato CH,Cl, dos botdes florais.
GE1 e GE2 apresentaram atividade antibacteriana e GE2 apresentou
também atividade anticolinesterdsica. Do extrato MeOH das folhas
(melhor atividade antioxidante) foram isolados 11 compostos, um deles
identificado como quercitrina (GE14). Nos O6leos essenciais foram
identificados 42 componentes, sendo majoritdrios espatulenol,
biciclogermacreno, d-cadineno e B-cariofileno. O teor de compostos nido
funcionalizados aumentou nas estacdes mais quentes. Os Oleos
apresentaram baixa atividade nos modelos testados. Quinonas ndo foram
encontradas em outras espécies de Myrtaceae, configurando um perfil
quimico diferenciado para E. hiemalis. Os resultados obtidos,
principalmente com relacdo as atividades antibacterina e
anticolinesterdsica, indicam interessante potencial para o seguimento das
investigagdes com esta espécie, inclusive em outros modelos, e para
estudos in silico com primina e acetato de miconidina.

Palavras-chave: Eugenia hiemalis. Quinonas. Oleos essenciais.
Antioxidante. Anticolinesterdsica. Molicutes.






ABSTRACT

ZATELLI, G. A. Phytochemical and biological investigation of
Eugenia hiemalis Cambessedes (Myrtaceae). 2015. 218p.
Universidade Federal de Santa Catarina, Florian6polis, 2015.

Natural products are a very important subject for scientifical research
area. Eugenia species have interesting biological activities, but there are
few studies for E. hiemalis. Neurodegenerative diseases, as well as other
diseases resulting from oxidative stress and antibiotic resistance are
challenges in the search for new drugs. This study aimed to investigate
the aerial parts of E. hiemalis (Itapuda, RS) in a bioguided study by
anticholinesterase, antibacterial (mollicutes) and antioxidant activities,
as well as to analyze chemical composition and biological activity of its
essential oil (Blumenau, SC). Chromatographic fractionation was
performed in columns monitored by thin layer chromatography. Isolated
compounds were analyzed by spectroscopic methods. The four season’s
oils were extracted in Clevenger apparatus and analyzed by gas
chromatography. Biological activities were evaluated by partner groups.
The CH,Cl, extracts showed the best results for anticholinesterase and
antibacterial activity. GE1 (miconidin acetate), GE2 (primin), GE6 and
GES8 (unpublished benzoquinones in the literature) were isolated from
CH,CI, leaves extract. GEl1, GE2 and GE9 (methylolivetol) were
isolated from the CH,Cl, flower buds extract, along with other
compound. GE1 and GE2 showed antibacterial activity and GE2
presented also anticholinesterase activity. From the MeOH leaves
extract (better antioxidant activity) 11 compounds were isolated and one
of them identified as quercitrin (GE14). From the essential oils 42
components were identified; the major compounds were spathulenol,
bicyclogermacrene, d-cadinene and P-caryophyllene. The content of
non-functionalized compounds increased in the warmer seasons. The
oils showed low activity in the tested models. Quinones were not
reported for other Myrtaceae species, so these date set a different
chemical profile for E. hiemalis. The results, particularly with respect to
antibacterial and acetylcholinesterase activities, indicate good potential
for follow-up investigations with this species, including other models,
and in silico studies with primin and acetate miconidin.

Keywords: Eugenia hiemalis. Quinones. Essential oils. Antioxidant.
Anticholinesterase. Mollicutes.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 INTRODUCAO

As plantas sempre desempenharam um papel importante na
vida do homem, sob diversas maneiras: na alimentacdo, como
condimento, objetos de adorno ou de uso doméstico, como remédios e
em préticas magico-religiosas (GURIB-FAKIM, 2006). Dessa forma, a
utilizagcdo das plantas medicinais como fonte de medicamentos para o
tratamento de enfermidades que acometem a espécie humana remonta a
idade antiga (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Atualmente, as plantas ainda s3o muito usadas por vdrias
populacdes de diferentes continentes, principalmente na forma de chas,
tornando-se alvo de interesse para as pesquisas cientificas (CRAGG;
GROTHAU; NEWMAN, 2009; LEITE, 2009). Inimeras substancias
presentes nos extratos vegetais foram identificadas como sendo ativas
no organismo humano, e muitos dos formacos atuais sao origindrios ou
derivados das mesmas (BALUNAS; KINGHORN, 2005; VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006). Entretanto, devido as suas estruturas
unicas e complexas, processos de sintese quimica podem se tornar
dificeis e, muitas vezes, invidveis (INGKANINAN et al.,, 2003),
tornando a exploragdo da matéria-prima natural uma fonte alternativa.

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, e as plantas medicinais e os fitoterdpicos dela obtidos sdo muito
utilizados no tratamento das doencas prevalentes. No entanto, nem todos
estes produtos foram estudados de acordo com os protocolos cientificos
modernos, tornando-se essencial a sua validag@o cientifica para que
possam ser usados como medicamentos (LUNA et al., 2005).

Nas dltimas décadas, houve aumento no interesse por
antioxidantes, particularmente em relacdo a prevengdo de efeitos
deletérios dos radicais livres no corpo humano (ZHELEVA-
DIMITROVA; ZHELEV; DIMITROVA-DYULGEROVA, 2011). Os
radicais livres podem conduzir a diversas formas de dano celular, e sua
cronicidade pode estar envolvida na etiogénese ou no desenvolvimento
de doengas neurodegenerativas e do cancer (SASIKUMAR et al., 2012).
Porém, as lesdes causadas pelos radicais livres nas células podem ser
prevenidas ou reduzidas por meio de antioxidantes, como, por exemplo,
os compostos fendlicos encontrados em muitos vegetais (SHAMI;
MOREIRA, 2004; ZHANG et al., 2013).

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma das principais doengas
neurodegenerativas, sendo considerada a principal causa de deméncia
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em idosos. Observam-se sintomas relacionados ao declinio cognitivo e
mental, causados pela perda de neurOnios em diferentes regides do
cérebro (MATA et al., 2007), podendo possuir como causa, entre outras,
os processos oxidativos (CHRISTEN, 2000). Com o aumento da
expectativa de vida, tem-se observado um incremento no nimero de
casos de DA nos ultimos anos. Porém, este processo ndo estd sendo
acompanhado por um avango na descoberta de novos medicamentos,
que existem em ndmero reduzido e possuem diversos efeitos colaterais
(WEINER et al., 2010).

A necessidade de novos tratamentos para infec¢des bacterianas
também € um dos grandes desafios da medicina atual, devido ao
aumento da resisténcia aos antimicrobianos. Os molicutes (classe
Mollicutes), por vezes denominados genericamente como micoplasmas,
sdo um grande grupo de bactérias peculiares, responsdveis por vdrias
doengas nos animais, plantas e no homem, como algumas doengas
sexualmente transmissiveis (DST) (BENFATTI et al., 2010).
Diferentemente de outras bactérias, possuem genoma reduzido e
auséncia de parede celular (RAZIN; HAYFLICK, 2010), o que os torna
naturalmente resistentes aos antibidticos p-lactimicos e a outros
farmacos que atuam sobre a parede celular (SIRAND-PUGNET et al.,
2007). Virios estudos ja comprovaram a atividade antibacteriana de
plantas medicinais, no entanto, poucos avaliaram a atividade destas
contra molicutes.

A familia Myrtaceae € bastante interessante do ponto de vista
quimico e farmacoldgico, e muitas espécies desta familia sdo utilizadas
como alimento, fornecendo também importantes produtos, como 6leos
essenciais e temperos, e, além disso, muitas sdo utilizadas na medicina
tradicional (GOVAERTS et al., 2008). Entre os géneros mais
representativos destacam-se Eugenia, Mpyrcia, Myrtus, Psidium,
Pimenta, Syzygium, Eucalyptus, e Melaleuca (JUDD, 2009; LAGO et
al., 2011).

A espécie Eugenia hiemalis Cambessédes, conhecida
popularmente como “guamirim” (REITZ; LEGRAND; KLEIN, 1967-
1971), apresenta poucos estudos na literatura, tanto em relacdo a sua
composicdo quimica como atividades bioldgicas. A partir do extrato das
folhas foram isoladas algumas quinonas e derivados (FALKENBERG,
1996), sendo que uma delas (primina) demonstrou atividade contra
células leucémicas KG-la (Linhagem celular de leucemia mieloide
aguda) (EFFERTH et al., 1996). Foram isoladas também trés novas
galo-arbutinas  (denominadas hiemalosideos), que apresentaram
atividade contra RNase H de HIV, e outros compostos fendlicos, como
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flavonoides (BOKESCH et al., 2008). A constituicdo quimica do dleo
essencial das folhas desta espécie, coletada no Rio Grande do Sul,
também foi analisada, observando-se o predominio de sesquiterpenos
ciclicos (APEL et al., 2004).

Considerando o disposto, o presente trabalho teve como
objetivo a investigacdo bioguiada das partes aéreas da espécie E.
hiemalis, por meio da avaliacdo das atividades anticolinesterdsica,
antibacteriana e antioxidante, identificando-se as substancias bioativas.
Adicionalmente, objetivou-se a andlise da variagdo sazonal da
composicdo quimica dos 6leos essenciais das suas folhas, bem como
avaliacdo da atividade bioldgica dos 6leos nos mesmos modelos.

A seguir, serd apresentada uma breve revisdo a respeito de
produtos naturais, metabolismo vegetal, incluindo dleos essenciais, bem
como sobre a familia Myrtaceae, género Eugenia, e a espécie E.
hiemalis. Alguns tépicos com relacdo as atividades bioldgicas avaliadas
neste estudo também serdo abordados.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Produtos naturais e o metabolismo vegetal

O metabolismo vegetal consiste em um conjunto de reag¢des que
ocorrem em cada célula (rota metabdlica), e que visam a producio de
energia através de ATP e biossintese de substancias indispensdveis a sua
sobrevivéncia (CAPASSO; PASQUALE; GRANDOLINI, 2011). Os
compostos quimicos obtidos sdo chamados de metabdlitos, que podem
ser classificados como primdrios ou secunddrios (PATRA et al., 2013).

Os metabdlitos primdrios sdo essenciais ao crescimento e a
vida, como os aminodcidos, lipideos, monossacarideos, entre outros. Os
metabdlitos secunddrios estdo relacionados aos processos adaptativos de
defesa das plantas (PATRA et al.,, 2013), e incluem os alcaloides,
esteroides, taninos, saponinas, flavonoides, entre outros; sdo estes
metabdlitos que geralmente conferem propriedades terapéuticas as
espécies (ANARAT-CAPPILLINO; SATTELY, 2014).

Os produtos naturais vém desempenhando um importante papel
no processo de descoberta de novos farmacos (MCCHESNEY;
VENKATARAMAN; HENRI, 2007; MONTANARI; BOLZANI,
2001), alguns até hoje amplamente utilizados na clinica, como a morfina
(isolada inicialmente de Papaver somniferum), vincristina (presente em
Catharanthus roseus), taxol (isolado de plantas do género Taxus),



32

artemisinina (presente em Artemisia annua), entre outros (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Segundo a Organizagdo Mundial da Sadde, no ano de 2008,
80% da populagdo de diversos paises do mundo dependiam da medicina
tradicional (incluindo o uso de plantas medicinais) para a aten¢do
primdria a saide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). Ha
poucos anos, os produtos naturais e seus derivados representavam
aproximadamente 50% dos fdrmacos em uso clinico (GURIB-FAKIM,
2006). Assim, a pesquisa de produtos naturais bioativos tem despertado
muita atencdo tanto na academia, quanto na industria (REN et al., 2013).

Apesar de inimeros compostos origindrios de plantas ja terem
sido determinados, as possibilidades de se encontrar novas moléculas a
partir do metabolismo secunddrio das plantas, com atividade de
importincia para a quimica medicinal, seriam inesgotdveis segundo
alguns autores (HARTMANN, 2007). Além disso, embora o Brasil
possua a maior diversidade vegetal do mundo, menos de 10% da mesma
foi avaliada quanto as suas caracteristicas bioldgicas, e menos de 5%
teria sido objeto de estudos fitoquimicos (LUNA et al., 2005).

1.2.2 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sd0 uma complexa mistura de compostos
volateis de baixo peso molecular, produzidos em estruturas glandulares
das plantas como metabdlitos secunddrios. Sdo constituidos
predominantemente por terpenos (mono-, sesqui- e diterpenos) que sdo
obtidos, principalmente, como hidrocarbonetos (BAJPAI; BAEK;
KANG, 2012). Uma grande variedade de fendis, éteres, dlcoois, ésteres,
aldeidos e cetonas também podem estar presentes, determinando o
aroma e odor caracteristicos das plantas (BATISH et al., 2008).

A formacdo dos terpenos ocorre por duas vias, a do
mevalonato-acetato (Figura 1 - A) e a via independente de mevalonato
(que ocorre pela jungdo de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato) (Figura 1 -
B). A primeira ocorre no citosol e dd origem aos sesquiterpenos e
triterpenos, e a segunda ocorre nos plastideos, e origina monoterpenos,
diterpenos e tetraterpenos. De maneira geral, os terpenos derivam de um
precursor universal, o difosfato de isopentenila (IPP), o qual isomeriza
juntamente com o difosfato de dimetilalila (DMAPP). Na sequéncia,
ocorre um elongamento por preniltranferases, originando o difosfato de
geranila, difosfato de farnesila e difosfato de geranil-geranila, os quais
sofrem a acdo de terpendides sintases, também chamadas de ciclases,
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originando os diversos compostos terpénicos (DAVIS; CROTEAU,
2000).

Figura 1. Vias de formacdo dos compostos terp€nicos pela via do mevalonato-acetato (A)
e via independente de mevalonato (B).

o] o] 9
o/ OoP
A + B +
S-CoA S-CoA COH OH
Acetil-CoA H Acetil-CoA Piruvato D-Gliceraldeido 3-fosfato
4
HO,///
HOZC\/</\
OH
Mevalonato 4-fosfato-2-C-metil-D-eritritol
_— _—
OPP \ OPP OPP ~ OPP
Difosfato de Difosfato de Difosfato de Difosfato de dimetilalila
isopentenila (IPP) dimetilalila (DMAPP) isopentenila (IPP) (DMAPP)
2 IPP + 1 DMAPP IPP + DMAPP / \ 3 IPP + 1 DMAPP
X N oPP
/
OPP
Difosfato de fanesila Difosfato de geranila Difosfato de geranil geranila
/ . l / N
Sesquiterpenos Triterpenos Monoterpenos Diterpenos Tetraterpenos

Fonte: Davis; Croteau, 2000.

Os 6leos essenciais exercem importantes atividades biolégicas
nas plantas, podendo atuar na sua prote¢do contra bactérias, virus,
fungos, etc. Além disso, o seu aroma atrai alguns insetos que atuam
como polinizadores e dispersores de sementes, a0 mesmo tempo em que
repele insetos indesejdveis e permite interacdes entre as plantas
(BAKKALI et al., 2008; BATISH et al., 2008).

Devido as suas propriedades medicinais e antissépticas
(bactericidas, virucidas e fungicidas), bem como a fragrincia, os 6leos
essenciais sdo utilizados como analgésicos, anti-inflamatdrios,
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sedativos, antiespasmddicos, e anestésicos locais, bem como
conservantes de alimentos e componentes de perfumes (BAKKALI et
al., 2008).

As propriedades biolégicas e medicinais dos 6leos essenciais
estdo diretamente relacionadas a composi¢do quimica, a qual pode ser
afetada por fatores ambientais e geogrificos, bem como varia¢des
sazonais e circadianas (CERQUEIRA et al., 2009). Além disso, o estado
de desenvolvimento da planta e o gendtipo sdo fatores importantes,
podendo-se observar variacdes entre espécies e variedades de plantas
aromdticas, bem como para amostras de uma mesma variedade
provenientes de diferentes dreas geograficas (ZYGADLO; JULIANI,
2003 apud NERIO; OLIVERO-VERBEL; STASHENKO, 2010). Dessa
forma, os estudos das variacdes na composi¢do dos dleos essenciais sdo
importantes tanto do ponto de vista industrial (inddstrias de alimentos,
medicamentos, pesticidas etc.), quanto ecolégico (KESZEI et al., 2010).

As espécies da familia Myrtaceae, particularmente as do género
Eugenia, sdo ricas em Oleos essenciais (CERQUEIRA et al., 2009;
ZOGHBI et al., 2011). Destacam-se as folhas, em que h4 predominancia
de compostos terpénicos, apresentando grande variacdo qualitativa e
quantitativa em niveis taxonOmicos, populacionais e individuais
(ANDRASKESZEI; BRUBAKER; FOLEY, 2008 apud KESZEI et al.,
2010). Muitos géneros contém numerosas espécies estreitamente
relacionadas e com grande variedade de perfis de 6leo das folhas
(KESZEI et al., 2010).

1.2.3 A familia Myrtaceae e o género Eugenia

A familia Myrtaceae possui distribui¢io predominantemente
pantropical e subtropical, concentrando-se na América do Sul, Sudeste
Asiatico e Australia (REYNERTSON et al., 2008). Inclui cerca de 130
géneros e 4000 espécies, sendo que no Brasil ela representa uma das
maiores familias, com 23 géneros e aproximadamente 1000 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2008). Destacam-se alguns géneros do ponto de
vista etnobotanico, como: Psidium, Eugenia, Syzygium, Eucalyptus,
Melaleuca (JUDD, 2009; LAGO et al., 2011), entre outros.

As vdrias espécies da familia Myrtaceae fornecem importantes
produtos, como Oleos essenciais, temperos, alimentos e, além disso,
muitas sdo utilizadas na medicina tradicional (STASI; HIRUMA-LIMA,
2002), como o decocto de folhas com finalidade antirreumadtica, anti-
inflamatdria, antidiabética, antifebril, hiploglicemiante, diurética e
reguladora do aparelho digestivo (LAGO et al., 2011).



35

Em relacdo a constituicdo quimica das vdrias espécies desta
familia, destaca-se a presenca de taninos, flavonoides, dcidos eldgico e
ursdlico, leucoantocianinas, triterpenos, sesquiterpenos e saponinas,
sendo rara a presenga de glicosideos cianogénicos e alcaldides
(CHIRINOS et al., 2010; STASI; LAGO et al., 2011; HIRUMA-LIMA,
2002).

O género Eugenia é o maior género da familia Myrtaceae da
América tropical (GOVAERTS et al., 2008). Ocorre desde o México e
Caribe até o norte da Argentina, estando presente em todas as regides do
Brasil, onde se estima a existéncia de cerca de 350 espécies
(LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Entre as espécies mais conhecidas, destacam-se E. uniflora
(“pitanga”) (LORENZI, 2006), E. jambolana (“jambolao”) (REITZ;
LEGRAND; KLEIN, 1971-1978), E. brasiliensis (“‘grumixama’)
(REITZ; LEGRAND; KLEIN, 1967-1971) e E. caryophyllata (*“cravo-
da-india”) (CHAIEB et al., 2007a), sendo muitas delas cultivadas devido
aos seus frutos comestiveis (FLORES et al., 2012). Muitas espécies
também sdo ricas em Oleos essenciais, € sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de diversas enfermidades, como artrite,
reumatismo, diabetes, entre outras (COLE; HABER; SETZER, 2007).

Inimeros estudos na literatura analisaram a composi¢io
quimica e atividades bioldgicas de extratos e fracdes de espécies deste
género. Com relacdio a composi¢do quimica, observa-se a presenca de
compostos fendlicos, principalmente flavonoides, antocianinas e
taninos, bem como triterpenos, esteroides e carotenoides. O Quadro 1 e
a Figura 2 apresentam algumas substincias isoladas dos extratos
vegetais de espécies do género Eugenia.

Devido a grande quantidade de compostos fendlicos, espécies
do género Eugenia apresentam marcante atividade antioxidante, além de
atividade antibacteriana, antifiingica, antiviral, anti-inflamatoria,
antidiabética, anticolinesterdsica, entre outras. O Quadro 2 apresenta um
panorama geral das atividades bioldgicas descritas para espécies do
género.

Uma vez que diversos artigos referiam-se a um mesmo bindmio
atribuindo autorias diferentes para o mesmo, optou-se, nas presentes
tabelas por suprimir as referéncias dos autores do bindmio.
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Quadro 1. Substincias previamente isoladas de espécies do género Eugenia.

Farmacoégeno Compostos isolados Referéncia
E. brasiliensis
Flavonoides
quercetina [1] FRIGHETTO
Flavan-3-6is etal., 2005
Folhas catequina [28], galocatequina [29] MAGINA et
Terpenos al., 2012
a-amirina [42], f-amirina [40], betulina [47], PIETROVSK
acido 29-hidroéxi-oleandlico, Ietal., 2008
acido ursolico [43]
E. caryophyllata
Taninos CHUN et al
2-0-(6’-0-galoil)-B-D-glico-piranosil- v
. . 2010
Botdes florais | benzoato de metila
Cromonas ZHANG;
isobiflorina [36], biflorina [37] CHEN, 1997
Folhas Taninos TANAKA et
sizigininas A e B, eugeniina al., 1996
E. copacabanensis
Flavonoides
quercetina [1],
quercetina-3-0-0-L-arabinosideo,
canferol-3-O-f-D-ramnosideo [16]
Terpenos CARVALHO
Folhas a-amirina [42], B-amirina [40], JUNIOR et
betulina [47], 4cido ursdlico [43], al., 2014
acido 30-hidréxi-ursélico [44],
clovandiol, globulol e viridiflorol (mistura)
Esteroides
[-sitosterol, B-sitosterol glicosideo [53]
Terpenos CARVALHO
Galhos friedelina, friedelan-3,4-lactona [46], JUNIOR et
taraxerol al., 2014
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Quadro 1. (Continuagdo) Substincias previamente isoladas de espécies do
género Eugenia.

Farmacogeno Compostos isolados Referéncia

E. edulis

Flavonoides

quercetina [1], miricitrina [10],
quercetina-3-0-B-galactosideo [3],
quercetina-3-0-f-(6’’-galoilglicosideo) [4],
quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo,
canferol-3-0O-a-arabinofuranosideo [15],
gossipetina-3,8-dimetil-éter-5-O-B-glicosideo
[21],

Folhas gossipetina-3,5-dimetil-éter [20],
miricetina-3,5,3’-trimetil-éter [13]

HUSSEIN et
al., 2003

Taninos

dcido galico [30]
Flavan-3-6is
epi-galocatequina-3-0-galato
Acidos fenélicos

dcido protocatecuico [31]

E. jambolana

Flavonoides

canferol [14], miricetina [9], miricitrina [10],
miricitrina 4”"-0-acetato [11] e seu derivado
277-0O-galato,

miricetina 4"-metil-éter-3-O-a-L-
ramnopiranosideo,

miricetina 3-0-(4""-acetil-a-L- MAHMOUD
ramnopiranosideo, et al., 2001
quercetrina 4""-O-acetato,

quercetina 3-O-o-L-ramnopironsideo,
canferol 3-O-B-D-glicoronopiranosideo,
miricetina 3-O-B-D-glicoronopiranosideo,
mearnsetina 3-0-(4""-O-acetil)-a-L-
ramnopiranosideo [19]

Folhas TIMBOLA et

al., 2002

Taninos

acido gélico [30], galato de metila,

dcido elagico [32], 4cido 3-O-metil-eldgico,
nilocitina
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Quadro 1. (Continuagdo) Substincias previamente isoladas de espécies do

género Eugenia.

Farmacogeno Compostos isolados Referéncia
E. jambolana
co. 1 GUPTA,;
i sionogénies SHARMA,
& 1974
Terpenos
Folhas acido oleanolico [38], acido betulinico [48], MAHMOUD
L. o L. et al., 2001
dcido crategdlico (maslinico) [41]
. RAJASEKA
Esteroides
B-sitosterol [52] RAN et al,
1988
Terpenos
. lupeol SAHA et al.,
Raiz .
Esteroides 2013
[-sitosterol [52], estigmasterol
Taninos BHATIA;
Sementes dcido elagico [32], 4cido galico [30], BAJAJ;
corilagina, hexa-hidréxi-difenoil-glicose, GHANGAS,
1-galoil-glicose, 4cido hexa-hidréxi-difénico 1971
E. jambos
Flavonoides SLOWING
quercetina 3-0-B-D-xilopiranosideo, et al.. 1994
Folhas miricetina 3-O-B-D-xilopiranosideo [12] ’
. YANG:; LEE;
Taninos YEN, 2000
1-0O-galoil-castalagina, casuarinina ’
E. javanica
Flavonoides
Folhas mearnsitrina [18] NAIR et al.,
2’-C-metil-5’-O-galoil-miricetina-3-O-a-L- 1999
ramnopiranosideo
Flavonoides
Frutos reinoutrina [S], hiperina [6], miricitrina [10], SIMIRGIOTI
quercitrina [2], quercetina [1], guaijaverina [7], | S etal., 2008

(S)-pinocembrina
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espécies do

Farmacoégeno Compostos isolados Referéncia
Chalconas
2,4-dihidréxi-3,5-dimetil-6-metdxi-chalcona
[33],
Frutos 2,4-dihidréxi-3-metil-6-metéxi-chalcona [34], | SIMIRGIOTI
2,4-dihidréxi-6-metéxi-chalcona [35] S etal., 2008
Taninos
dcido galico [30], acido elagico [32]
Terpenos
dcido ursdlico [43], 4cido jacumdrico, SRIVASTA
Partes aé dcido arjundlico, 3-epi-betulinato de metila V: SHAW;
artes aéreas
Chalconas KULSHRES
4,6’ -dihidr6xi-2’-met6xi-3’,5’-dimetil- HTH, 1995
chalcona
E. kurzii
Flavonoides PAINULY;
Partes aéreas 3-C-metil-apigenina-5-O-ramnosideo, TANDON,
3-C-metil-luteolina-5-O-ramnosideo [8] 1983
E. malaccensis
Caules Terpenos OLIVEIRA
acido 3-acetil-ursolico [45] et al., 2006
Flavonoides
miricetina [9], mearnsetina [17] OLIVEIRA
Folhas
Taninos et al., 2006
dcido gélico [30]
E. moraviana
Terpenos
acido betulinico [48], 60-hidréxi-betulinico LUNARDI
Folhas e caules | [49], e platanico [50] et
. al., 2001
Esteroides
[-sitosterol [52]
E. myrtifolia
Antocianinas LONGO et
Frutos al., 2007

malvidina 3,5-O-diglicosideo
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Quadro 1. (Continuagdo) Substancias previamente isoladas de

género Eugenia.

espécies do

Farmacogeno

Compostos isolados

Referéncia

E. polyantha

Folhas

Fenilpropanoides
hidréxi-chavicol e dois dimeros

KATO et al.,
2013

E. sandwicensis

Caules

Taninos

dcido gélico [30]

Terpenos

dcido alfitdlico [51], 4cido arjundlico [39],
dcido betulinico [48], hederagenina,

acido maslinico,

dcido 3B-cis-p-cumaroiloxi-2a,23-dihidroxi-
olean-12-en-28-o0ico e isOmero trans,

dcido 23-trans-p-cumaroiloxi-2a,3B-dihidroxi-
olean-12-en-28-oico,

acido 2a,3a-dihidréxi-lup-20(29)-en-28-oico,
dcido 3,23-dihidr6xi-lup-20(29)-en-28-oico

Esteroides
[-sitosterol 3-O-B-D-glicopiranosideo

Aldeidos fendlicos
siringaldeido

GU et al.,
2001

E. umbelliflora

Folhas

Terpenos
taraxerol, a-amirina [42], B-amirina [40],
betulina [47], 4cido betulinico [48]

MEYRE-
SILVA et al.,
2009

Frutos

Antocianinas
cianidina-3-O-B-glicopiranosideo [22],
delfinidina-3-O-B-glicopiranosideo [23],
petunidina-3-0-f-glicopiranosideo [24],
pelargonidina-3-O-B-glicopiranosideo[25],
peonidina-3-0-fB-glicopiranosideo [26],
malvidina-3-0-f -glicopiranosideo [27]
Taninos

dcido trimetdxi-elagico

KUSKOSKI
et al., 2003

MEYRE-
SILVA et al.,
2009
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Quadro 1. (Continuagdo) Substincias previamente isoladas de espécies do

género Eugenia.

Farmacoégeno Compostos isolados Referéncia
E. uniflora
Taninos
1,2,4,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose,
eugeniflorinas D1 e D2, oenoteina LEE et al., 1997
Flavonoides SCHMEDA-
Folhas - _
quercetina [1], quercitrina [2], HIRSCHMANN
miricetina [9], miricitrina [10] etal., 1987
Flavan-3-6is
galocatequina [29]
Antocianinas
Frutos cianidina-3-O-B-glicopiranosideo [22], EINBC;(I)\gZ ctal,
delfinidina-3-O-f-glicopiranosideo [23]
Flavonoides
quercitrina [2], canferol pentosideo OLIVEIRA et
Sementes .
Taninos al., 2014

dcido elagico pentosideo e dedxi-hexose
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Figura 2. Estruturas de algumas das substancias previamente isoladas de
extratos e fracdes do género Eugenia (Quandro 1).
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Figura 2. (Continuacdo) Estruturas de algumas das substincias previamente
isoladas de extratos e fracdes do género Eugenia (Quandro 1).
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Figura 2. (Continuac¢do) Estruturas de algumas das substdncias previamente
isoladas de extratos e fragdes do género Eugenia (Quadro 1).
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Quadro 2. Atividades bioldgicas testadas para extratos/fragdes de espécies do
género Eugenia.

Espécie Farmacogeno Atividades
E. aggregata Frutos Antioxidante (REYNERTSON et al., 2008)
E. Folh Antibacteriana (BENFATTI et al., 2010)
, olhas
beaurepaireana Anti-inflamatéria (MAGINA et al., 2009b)
Antioxidante (HEMALATHA;
E. bracteata Folhas SATYANARAYANA; ALEKHYANJALI,
2008)

Antibacteriana (BENFATTI et al., 2010;
MAGINA et al., 2012;)

Anticolinesterdasica (MAGINA et al., 2012)
Folhas Antidepressiva (COLLA et al., 2012)

Toxicidade
E. brasiliensis Artemia salina (CLsy = 907,2 ug/mL)
(MAGINA et al., 2012)

Antioxidante (FLORES et al., 2012;
REYNERTSON et al., 2008)

Frutos . . .
Inibigdo de interleucina-8 (IL-8) (FLORES et
al., 2012)
c Antibacteriana (FERREIRA et al., 2014)
ascas
Antifingica (FERREIRA et al., 2014)
E. calycina
Antibacteriana (FERREIRA et al., 2014)
Folhas

Antiftingica (FERREIRA et al., 2014)

Acaricida (KIM et al., 2007)
Ansiolitica (TIWARI et al., 2014)

Antibacteriana IVANOVIC et al., 2013;
KRISHNAN et al., 2014; RATH; PADHY,
2014; ZAIDI et al., 2009)

Antifingica (AL-SOHAIBANTI et al., 2011;
SUKORINI; SANGCHOTE; KHEWKHOM,
2013)

Anti-inflamatéria (MUELLER; HOBIGER;
JUNGBAUER, 2010)

E. caryophyllata | Botdes florais
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. caryophyllata

Botdes florais

Antioxidante (ADEFEGHA; OBOH, 2012;
GULCIN et al., 2004; IVANOVIC et al.,
2013; KRISHNAN et al., 2014)

Antidlcera (MAGAIJI et al., 2007)
Antiviral (KUROKAWA et al., 1995)
Fumigante (KIM et al., 2007)

Inibi¢do da hiperensibilidade imediata (KIM
et al., 1998)

Inseticida (HAN; KIM; AHN, 2006)
Molusquicida (KUMAR; SINGH, 2006)
Relacionadas a antidiabética (ADEFEGHA;
OBOH, 2012)

Repelente (insetos) (HANIFAH et al., 2012)
Toxicidade

Citotdxica (células tumorais) (CCsy = 18,7 —
31 ug/mL) (ABD EL AZIM et al., 2014)

Anti-inflamatéria (KIM et al., 2003)

Casca Antitumoral (KIM et al., 2003)

Caule Inibicdo de COX-2 e 6xido nitrico sintase
(ANOS) (HONG et al., 2002)
Antibacteriana (LI et al., 2005)

Flores Antiftingica (LIU et al., 2012)
Relacionadas a antidiabética (LI et al., 2014)
Antifingica (GIRON et al., 1988)

Folhas T?x101df1de '
Citotéxica (células tumorais) (CCsy = 69
pg/mL) (AISHA et al., 2011)
Antibacteriana (ROSAS-PINON etal., 2012)

Frutos Antioxidante (WOJDYLO; OSZMIANSKI;
CZEMERYS, 2007)

Sementes Anticariogénica (UJU; OBIOMA, 2011)
E. catharinae Folhas Antidepressiva (COLLA et al., 2012)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E.
copacabanensis

Galhos

Antioxidante (CARVALHO JUNIOR et al.,
2014)

Folhas

Antioxidante (CARVALHO JUNIOR et al.,
2014)

E. dysenterica

Folhas

Antiviral (CESILIO et al., 2012)
Gastroprotetora (PRADO et al., 2014)

Frutos

Laxativa (LIMA et al., 2010)

E. jambolana

Cascas

Anticolinesterdsica (MAZZANTI et al.,
2004)

Antidiarreica (MUKHERJEE et al., 1998)

Anti-inflamatéria (MURUGANANDAN et
al., 2001)

Antioxidante (SULTANA; ANWAR;
PRZYBYLSKI, 2007)

Relacionadas a agtidiabética (TONG et al.,
2014; VILLASENOR; LAMADRID, 2006)

Flores

Antifertilidade (RAJASEKARAN et al.,
1988)

Folhas

Alelopatica (SOBRAL-SOUZA et al., 2014)

Antibacteriana (MISHRA; PADHY, 2013;
PANDA, 2014; SAHU et al., 2015)

Anticolinesterdsica (BONA et al., 2011)
Antifingica (BRAGA et al., 2007)

Antiparasitdria (PIZZOLATTI et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2014)

Citoprotetora (SOBRAL-SOUZA et al.,
2014)

Fototoxicidade sobre bactérias (COUTINHO
et al., 2009)

Inseticida (SOBRAL-SOUZA et al., 2014)

Relacionadas a antidiabética (OLIVEIRA et
al., 2005)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. jambolana

Folhas

Toxicidade

Antigenotéxica (BARTOLOME et al., 2006;
JAGETIA; BALIGA, 2002)

Citotdxica (células normais) (CCsy = 132,4
pg/mL) (RIBEIRO et al., 2014)

Frutos

Acaricida (AFIFY et al., 2011b)

Antioxidante (AFIFY et al., 2011a;
BANDYOPADHYAY etal., 2012;
BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005;
FARIA; MARQUES; MERCADANTE,
2011; HASSIMOTTO; GENOVESE;
LAJOLO, 2009; KUBOLA;
SIRTAMORNPUN; MEESE, 2011; VEIGAS
et al., 2007)

Hepatoprotetora (VEIGAS;
SHRIVASTHAVA; NEELWARNE, 2008)
Inibi¢do da quinase Rho 2 (ROCK-II)
(disfungao erétil) (GOSWAMI et al., 2012)
Relacionada a antidiabética (SHARMA et
al., 2006)

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (CCs, = 81
pg/mL) (AFIFY et al., 2011a)

Sementes

Antiamnésica (ALIKATTE et al., 2012)

Antibacteriana (BAG et al., 2012;
CHANDRASEKARAN; VENKATESALU,
2004)

Antifingica (DURAIPANDIYAN;
IGNACIMUTHU, 2011)

Anti-inflamatéria (KUMAR;
LLAVARASAN, 2008; MODI et al., 2010)

Antioxidante (ARUN et al., 2011;
CHATTERIEE et al., 2012; PEIXOTO;
FREITAS, 2013; RAVI,
RAMACHANDRAN; SUBRAMANIAN,
2004; SURVESWARAN et al., 2007)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. jambolana

Sementes

Hepatoprotetora (SHARMA et al., 2013)

Hipolipemiante (SHARMA;
BALOMAJUMDER; ROY, 2008; MIDDHA
etal., 2012)

Neuroprote¢do (Doenca de Alzheimer)
(KOSARAIJU et al., 2014)

Protecdo contra danos no DNA
(BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2008)

Relacionadas a antidiabética (CHATTERIJEE
et al., 2012; GROVER; VATS; RATHI,
2000; KAR; CHOUDHARY;
BANDYOPADHYAY, 2003; PEIXOTO et
al., 2013; PRINCE; KAMALAKKANNAN;
MENON, 2003; SHINDE et al., 2008;
SHARMA et al., 2003; SHARMA;
BALOMAJUMDER; ROY, 2008; PRINCE
et al., 2003; GROVER et al., 2001)

Toxicidade

Toxicidade em camundongos (auséncia de
efeitos toxicos) (SANKHARI et al., 2010)

Raiz

Antibacteriana (LIMA et al., 2006)
Anti-inflamatéria (SAHA et al., 2013)
Antinociceptiva (SAHA et al., 2013)

E. jambos

Cascas

Antibacteriana (DJIPA; DELMEE;
QUETIN-LECLERCQ, 2000)

Antiviral (GONCALVES et al., 2005)

Partes aéreas

Antinociceptiva (AVILA-PENA et al., 2007)

Folhas

Antibacteriana (PANDA, 2014)

Anti-inflamatéria (SLOWING;
CARRETERO; VILLAR, 1994)

Antiviral (GONCALVES et al., 2005)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie Farmacogeno Atividades
Toxicidade
E. jambos Folhas Citotoxica (células tumorais) (CCsy = 7,0 -
10,2 pg/mL) (YANG; LEE; YEN, 2000)
E. luschnathiana Frutos Antioxidante (REYNERTSON et al., 2008)
c Molusquicida (OLIVEIRA et al., 2006)
ascas
Larvicida (OLIVEIRA et al., 2006)
E. malaccensis
Folh Molusquicida (OLIVEIRA et al., 2006)
olhas
Larvicida (OLIVEIRA et al., 2006)
Antibacteriana (GROSVENOR;
SUPRIONO; GRAY, 1995)
Antifingica (GROSVENOR; SUPRIONO;
GRAY, 1995)
Folhas o
Antioxidante (WONG; LEONG; KOH,
E. polyantha 2006)
Inibigdo da lipase pancredtica (KATO et al.,
2013)
Galh Antibacteriana (GROSVENOR et al., 1995)
alhos
Antifingica (GROSVENOR et al., 1995)
Inibi¢do de antagonistas nicotinicos sobre a
contracdo induzida em diafragma
(GRANGEIRO et al., 2006)
Folhas Inibi¢do de xantina oxidase (THEODULOZ
E. punicifolia etal., 1988)
Relacionada a antidiabética (BRUNETTI et
al., 2006)
Inibig¢do de xantina oxidase (THEODULOZ
Sementes
et al., 1988)
Inibi¢do de xantina oxidase (THEODULOZ
Folhas
et al., 1988)
E. pyriformis
Antioxidante (RUFINO et al., 2010;
Frutos

RUFINO et al., 2009)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. reinwardtiana

Frutos

Antioxidante (REYNERTSON et al., 2008)

E. stipitata

Frutos

Antioxidante (GARZON et al., 2012; NERI-
NUMA et al., 2013)

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (atividade
citostatica > 250 mg/L) (NERI-NUMA et al.,
2013)

Antimutagénica e antigenotéxica (NERI-
NUMA et al., 2013)

E. umbelliflora

Folhas

Antibacteriana (BENFATTI et al., 2010)
Antidepressiva (COLLA et al., 2012)

Frutos

Antibacteriana (MACHADO et al., 2005)

E. uniflora

Folhas

Antifingica (BRAGA et al., 2007)

Anti-hipertensiva (CONSOLINI; BALDINI;
AMAT, 1999)

Anti-inflamatéria (PIETROVSKI et al.,
2008; SCHAPOVAL et al., 1994)

Antioxidante (GARMUS et al., 2014; KADE
et al., 2008; MARTINEZ-CORREA et al.,
2011)

Antiparasitiria (ADEWUNMI et al., 2001;
SANTOS et al., 2012)

Antiviral (LEE et al., 2000; CECILIO et al.,
2012)

Aumento do tempo de sono induzido por
pentabarbital (SCHAPOVAL et al., 1994)

Aumento do transito intestinal
(SCHAPOVAL et al., 1994)

Hipotensiva (MORIOKA et al., 2000)

Inibig¢do de xantina oxidase (THEODULOZ
et al., 1988; SCHMEDA-HIRSCHMANN et
al., 1987)

Larvicida (LUNA et al., 2005)
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Quadro 2. (Continuacdo) Atividades bioldgicas testadas para extratos/fracdes de
espécies do género Eugenia.

Espécie Farmacogeno Atividades

Toxicidade

Artemia salina (45% de mortalidade em 1
mg/mL) (LUNA et al., 2005)

Citotéxica (células normais) (CCsy = 149,36
Folhas pg/mL; 0 % de morte celular em 10 pg/mL)
(ADEWUNMI et al., 2001; SANTOS et al.,
2012)

. Toxicidade aguda (sem efeitos)
E. uniflora (SCHAPOVAL et al., 1994)

Anti-inflamatéria (SOARES et al., 2014)

Frutos Antioxidante (CELLI; PEREIRA-NETTO;
BETA, 2011; EINBOND et al., 2004)

Partes aéreas Anticolinesterdsica (MORALIS et al., 2013)

Sementes Antioxidante (SANTOS et al., in press)
Toxicidade
E. uvalha Frutos Intoxica¢@o em ovinos (EMMERICH et al.,
2014)

Os O6leos essenciais das espécies de Eugenia também foram
amplamente estudados, verificando-se a prevaléncia de sesquiterpenos,
principalmente os ciclicos, como os de esqueleto cadinano, cariofilano,
humulano e germacrano, sendo o PB-cariofileno o componente mais
prevalente. Em menor escala destacam-se os monoterpenos, como os de
esqueleto pinano, sendo o a-pineno o mais frequente. Adicionalmente,
algumas espécies produzem alguns compostos alifdticos e aromaticos
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

A grande diversidade quimica apresentada para os Oleos
essenciais deste gé€nero confere a eles muitas propriedades bioldgicas,
sendo que muitos 6leos ja foram avaliados em modelos in vivo e in vitro,
conforme apresentado no Quadro 3.
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Quadro 3. Atividades bioldgicas testadas para 6leos essenciais de espécies do

género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. austin-smithii

Folhas

Antibacteriana (WERKA; BOEHME;
SETZER, 2007)

Toxicidade
Citotoxica (células tumorais) (9,5 -

100% de morte celular em 100 pg/mL)
(WERKA; BOEHME; SETZER, 2007)

Artemia salina (CLsy = 32,8 pg/mL)
(WERKA; BOEHME; SETZER, 2007)

E. axillaris

Folhas

Antibacteriana (SCHMIDT et al., 2006)
Antifingica (SCHMIDT et al., 2006)

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (8,77 -
16,45 % de morte celular em 100
pg/mL) (SCHMIDT et al., 2006)

E.
beaurepaireana

Folhas

Antibacteriana (MAGINA et al., 2009a)

E. bracteata

Nao
especificado

Antibacteriana (RAO; NIGAM, 1970)

E. brasiliensis

Folhas

Antibacteriana (MAGINA et al., 2009a;
SIEBERT et al., 2014)

Anticolinesterasica (SIEBERT et al.,
2014)

Anti-inflamatéria (inativa) (RAMOS et
al., 2006)

Antioxidante (SIEBERT et al., 2014)

E. calycina

Folhas

Antibacteriana (SOUSA et al., 2015)

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (CCsy =
117,6 - 151,1 ug/mL) (SOUSA et al.,
2015)

E. candolleana

Folhas

Anti-inflamatéria (GUIMARAES et al.,
2009)

Antinociceptiva (GUIMARAES et al.,
2009)
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Quadro 3. (Continuagdo) Atividades bioldgicas testadas para 6leos essenciais de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. cartagensis

Folhas

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (0 - 100%
de morte celular em 100 pg/mL)
(MORIARITY et al., 2007)

E. caryophyllata

Botoes florais

Acaricida (KIM et al., 2004; KIM; KIM;
AHN, 2003)

Analgésica (HALDER et al., 2012)

Anestésica em peixes (GRUSH;
NOAKES; MOCCIA, 2004)

Antibacteriana (BURT; REINDERS,
2003; DOBRE; GAGIU; PETRU, 2011;
DUSAN et al., 2006; LIS-BALCHIN et
al., 1997; SCOPEL et al., 2014; TAREK
etal., 2014)

Anticonvulsivante (POURGHOLAMI et
al., 1999)

Antifungica (BLUMA; AMAIDEN;
ETCHEVERRY, 2008; KHAN;
AHMAD, 2012; KHAN; AHMAD,
2011; TAREK et al., 2014)

Antioxidante (CHAIEB et al., 2007b;
OZCAN; ARSLAN, 2011)

Antiparasitiria (SANGWAN et al.,
1990; SANTORO et al., 2007,
TALBERT; WALL, 2012)

Fumigante (KIM et al., 2004; ZHAO et
al., 2012)

Inseticida (CHOI et al., 2006; ISMAN;
JUMBO et al., 2014; WAN;
PASSREITER, 2001)

Larvicida (FAYEMIWO et al., 2014;
PAVELA, 2005)

Repelente (insetos)
(PHASOMKUSOLSIL; SOONWERA,
2011)
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Quadro 3. (Continuagdo) Atividades bioldgicas testadas para 6leos essenciais de
espécies do género Eugenia.

Espécie Farmacoégeno Atividades

Reversao do efeito da escopolamina
sobre a memoéria (HALDER et al., 2012)

Toxicidade
Citotoxica (células normais) (baixa

toxicidade - ICs, ndo determinada)
(DUSAN et al., 2006)

Botdes florais

Repelente (insetos) (SRITABUTRA;

Flores SOONWERA, 2013)

Acaricida (KIM et al., 2004; KIM; KIM;
AHN, 2003)

Antibacteriana (LIS-BALCHIN;
Folhas DEANS, 1997)

Antioxidante (BENTAYEYV et al., 2014)

Larvicida (RANA; RANA, et al., 2012;
SRITABUTRA et al., 2011)

E. caryophyllata

Antioxidante (VIUDA-MARTOS et al.,

Frutos 2010)

. Antioxidante (GULCIN; ELMASTAS;
Partes aéreas | ABOUL-ENEIN, 2012)

Antibacteriana (STEFANELLO et al.,

2008

E. chlorophylla Folhas . ) .
Antifungica (STEFANELLO et al.,
2008)
Antibacteriana (SOUZA, 2009)

E. cuprea Folhas ] .

Antiftingica (SOUZA, 2009)

E. dysenterica Folhas Antiftingica (COSTA et al., 2000)

) Antibacteriana (WERKA; BOEHME;
E. haberi Folhas SETZER, 2007)
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Quadro 3. (Continuagdo) Atividades bioldgicas testadas para 6leos essenciais de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. haberi

Folhas

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (0 - 52,3 %
de morte celular em 100 pg/mL)
(WERKA; BOEHME; SETZER, 2007)

Artemia salina (CLsy = 31,6 pg/mL)
(WERKA; BOEHME; SETZER, 2007)

E. haitiensis

Folhas

Inseticida JACOBSON; HALLER,
1947)

E. involucrata

Frutos

Antioxidante (MARIN et al., 2008)

E. jambolana

Folhas

Antibacteriana (BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014; SHAFI et al.,
2002)

Antifiungica (BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014; KUMAR et al.,
2010)

Anti-inflamatéria (MACHADO et al.,
2013; RAMOS et al., 2006)

Inseticida (SOBRAL-SOUZA et al.,
2014)

E. pyriformis

Folhas

Fumigante (ASSIS et al., 2011)

Frutos

Antibacteriana (STIEVEN; MOREIRA;
SILVA, 2009)

Antioxidante (STIEVEN; MOREIRA;
SILVA, 2009)

E. riedeliana

Folhas

Anticolinesterdsica (SOUZA, 2009)

E. rottleriana

Folhas

Antibacteriana (RAJ et al., 2007)

E. sp. nov. “San
Bosco”

Folhas

Inibi¢do de cruzaina (protease de
cisteina de 7. cruzi) (STOKES et al.,
2007)

E. sulcata

Folhas

Anticolinesterasica (LIMA et al., 2012)

Anti-hipertensiva (SANTOS et al.,
2014; SANTOS et al., 2013)
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Quadro 3. (Continuagdo) Atividades bioldgicas testadas para dleos essenciais de
espécies do género Eugenia.

Espécie

Farmacogeno

Atividades

E. umbelliflora

Folhas

Antibacteriana (MAGINA et al., 2009a)

E. uniflora

Folhas

Antibacteriana (LAGO et al., 2011;
OGUNWANDE et al., 2005;
VICTORIA et al., 2012)

Antidepressiva (VICTORIA et al.,
2013b)

Antifingica (COSTA et al., 2010;
LAGO et al., 2011; LIMA et al., 1993;
VICTORIA et al., 2012)

Antinociceptiva (AMORIM et al., 2009)

Folhas

Antioxidante (VICTORIA et al., 2013b;
VICTORIA et al., 2012)

Fumigante (ASSIS et al., 2011)
Hepatoprotetora (VICTORIA et al.,
2013a)

Hipotérmica (AMORIM et al., 2009)
Nefroprotetora (VICTORIA et al.,
2013a)

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (99,55 %

de morte celular em 100 pg/mL)
(OGUNWANDE et al., 2005)

Toxicidade (sem efeitos toxicos em
camundongos) (VICTORIA et al., 2012)

Frutos

Antibacteriana (OGUNWANDE et al.,
2005)

Antioxidante (MARIN et al., 2008)

Toxicidade

Citotéxica (células tumorais) (99,36 %
de morte celular em 100 pg/mL)
(OGUNWANDE et al., 2005)

E. zuchowskiae

Folhas

Toxicidade

Citotoxica (células tumorais) (100 % de
morte celular em 100 ug/mL) (COLE et
al., 2007)
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1.2.3.1 A espécie Eugenia hiemalis Cambessedes

A espécie Eugenia hiemalis Cambessedes (Figura 3) ¢
conhecida popularmente como “guamirim”, “guamirim-de-folha-midda”
(REITZ; LEGRAND; KLEIN, 1967-1971), “guamirim-vermelho”
(SCHAAF et al., 2006) e “guamirim-burro” (APEL et al., 2004). Possui
como sinonimia cientifica: FEugenia hyemalis Cambess., Eugenia
cycliantha D. Legrand, Eugenia lindbergiana O. Berg, Eugenia
multiflora Cambess., Eugenia montigena Barb. Rodr., Eugenia
polycarpa O. Berg, Eugenia polycarpa var. bimarginata O. Berg, Luma
multiflora (Cambess.) Herter e Mpyrciaria itacurubiensis Barbosa
Rodrigues ex Chodat et Hassler (SOBRAL et al., 2013; SOBRAL, 1993;
TROPICOS, 2013).

De acordo com Souza e Lorenzi (2008) e Sobral (2003), a
espécie possui a seguinte classificacdo taxonomica:

REINO: Plantae
DIVISAO: Magnoliofita
CLASSE: Magnoliopsida
ORDEM: Myrtales
FAMILIA: Myrtaceae
GENERO: Eugenia

Esta espécie ocorre nas matas ciliares da Serra do Cipd, no
Estado de Minas Gerais, distribuindo-se até o Estado do Rio Grande do
Sul, Argentina, Uruguai e Paraguai (KAWASAKI, 1989; REITZ;
LEGRAND; KLEIN, 1967-1971). A descri¢cdo botanica da espécie,
segundo Sobral (2003, p. 61), é:

Arbusto 1-3 m. Plantas glabras. Cértex rugoso,
Folhas elipticas, eliptico-obovadas ou eliptico-
ovadas, raro lanceoladas ou arredondadas, 35-70 x
18-35 mm, discolores na natureza e em material
herborizado; dpice obtuso ou agudo; base obtusa
ou cuneada, nervura secunddria 6-12 pares, pouco
evidentes na face adaxial e  visiveis,
eventualmente salientes, na abaxial; nervura
marginal 1,5-2 mm da borda, esta com um
espessamento  amarelado na  natureza e
acastanhado em material herborizado de 0,2-0,3
mm; peciolos 2-3 x 0,8-1 mm. Inflorescéncias
fasciculos ramifloros ou eventualmente axilares,



59

2-6 flores, com eixo até 1 x 1 mm; pedicelos 5-10
x 0,2-0,3 mm; bractéolas ovadas ou arredondadas,
0,7-0,9 x 0,6-0,7 mm, persistentes na antese;
botdes florais globosos, estritados junto ao ovario
e com o globo das pétalas visivel sobre os lobos
do calice, estes ovados ou arredondados,
deseguais, os externos 0,7-1 x 1-1,5 mm, os
internos 1,3-2 x 1,8-2 mm. Frutos oblongos, 10-15
X 5-8 mm, azul-escuros ou negros quando
maduros.

Figura 3. Aspecto das folhas (A e B), frutos (C), flores e botdes florais (D) de E.

hiemalis.

Fonte: Imagens A, C e D (GIEHL, 2015); imagem B (foto da autora).

Do ponto de vista fitoquimico, poucos trabalhos foram

encontrados na literatura. O interesse pela investigacio da espécie surgiu
durante um projeto de triagem de peréxidos em plantas (SCHENKEL et
al.,, 2002). As substincias isoladas dos extratos de E. hiemalis
encontram-se na Figura 4. Do extrato diclorometano das folhas, foram
isolados primina [1], acetato de miconidina [2], outra benzoquinona com
cadeia lateral n-pentila [3] e metil-olivetol [4] (FALKENBERG, 1996),
sendo que primina apresentou atividade contra células leucémicas KG-
la (EFFERTH et al.,, 1996) e seria também a responsivel pela
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positividade para peréxidos, pelo elevado potencial de oxirredugio
(SCHENKEL et al., 2002).

No ambito de outro trabalho, com extratos orginicos de E.
hiemalis (planta inteira, com exce¢do das raizes) coletada no Paraguai,
foram isoladas trés novas galo-arbutinas (denominadas hiemalosideos A
[5], B [6] e C [7]), e mais nove compostos conhecidos: 2-O-galoil-
arbutina [8], 4-O-galoil-arbutina [9], 2,6-di-O-galoil-arbutina [10],
2,4,6-tri-O-galoil-arbutina  [11], 1,2,6-tri-O-galoil-B-D-glicose [12],
canferol-3-0-(6-0-galoil-p-D-glicopiranosideo) [13], afzelina-3""-O-
galato [14], afzelina-2”’-O-galato [15] e quercitrina [16]. Esses
compostos foram testados contra as enzimas RNase H de humanos,
Escherichia coli, HIV-1 e HIV-2. Nenhum dos compostos inibiu a
enzima RNase H de E. coli até a concentracdo de 10 pg/mL, porém
todos foram ativos contra a enzima RNase H de HIV-2, com excecdo de
2-0-galoil-arbutina e 4-O-galoil-arbutina (BOKESCH et al., 2008).

Além disso, Apel e colaboradores (2004) analisaram a
composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de E. hiemalis coletada
no Rio Grande do Sul, identificando 21 compostos, com predominancia
de sesquiterpenos ciclicos nao-funcionalizados e tendo como
componente majoritario biciclogermacreno, seguido de B-cariofileno e
germacreno D.

Monks e colaboradores (2002) avaliaram a atividade
antitumoral de vdrias espécies vegetais, entre elas E. hiemalis. Os
extratos aquoso e orgénico (etandlico) das sementes da espécie foram
avaliados contra as linhagens HT29 (adenocarcinoma de célon humano)
e NCI-H460 (carcinoma de pulmido humano de células ndo-pequenas),
porém ndo se mostraram ativos nas concentragoes testadas.



Figura 4. Substancias previamente isoladas de extratos de E. hiemalis.
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Figura 4. (Continuagdo) Substincias previamente isoladas de extratos de E.
hiemalis.
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1.2.4 Doenca de Alzheimer e atividade anticolinesterasica

A Doenca de Alzheimer (DA) € a principal causa de deméncia
em idosos, observando-se sintomas relacionados ao declinio cognitivo e
mental, devido a perda de neurdnios em diferentes regides do cérebro
(MATA et al., 2007). Estima-se que cerca de trinta e cinco milhdes de
pessoas no mundo possuem deméncia, sendo que a maior parte deve-se
a DA (WEINER et al., 2010).

A DA n3o é mais considerada uma doenga com causa
totalmente desconhecida (LLORET; GIRALDO; VINA, 201 1),
existindo diversos trabalhos relacionando fatores que levam ao processo
neurodegenerativo (CHRISTEN, 2000). Uma das teorias existentes faz
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referéncia a acumulac@o de proteina B-amiloide no tecido cerebral, com
consequente formacdo das chamadas placas senis (AXELSEN;
KOMATSU; MURRAY, 2011), nas quais hd também a deposi¢cdo de
filamentos de proteina Tau (WEINER et al., 2010). O dano oxidativo
também tem sido relacionado com a perda de neurdnios, sendo os
processos oxidativos sobre 0 DNA mitocondrial e nuclear superiores em
portadores de DA quando comparados a pacientes idosos sem esta
condicdo (CHRISTEN, 2000; LLORET; GIRALDO; VINA, 2011).

Atualmente, ndo hd nenhum medicamento disponivel que
retarde ou bloqueie o processo neurodegenerativo na DA, porém, alguns
medicamentos que melhoram a sintomatologia foram aprovados. Seu
mecanismo de acdo estd baseado no aumento de neurotransmissores do
cérebro, como a acetilcolina, que se encontra em baixas concentra¢des
na regido do hipocampo e cértex em portadores de DA (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2013; NADRI et al., 2010). Apds ser liberada na
regido de sinapse, a acetilcolina (ACh) € hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato (MATA et al., 2007)
(Figura 5), e, portanto, a inibi¢do da enzima acetilcolinesterase ¢ uma
das formas encontradas para aumentar os niveis deste neurotransmissor
no cérebro.

Figura 5. Atividade catalitica da enzima acetilcolinesterase (AChE).

(0] O
| AChE N
N* B — N
Acetilcolina (ACh) Colina Acetato

Fonte: Silva et al. (2014) (modificado).

Tacrina, rivastigmina, galantamina (alcaloide isolado de
Galanthus nirvalis) e donepezila (Figura 6) sdo inibidores da enzima
acetilcolinesterase que, juntamente com a memantina (antagonista dos
receptores NMDA), sdo os unicos fairmacos atualmente aprovados pelo
FDA para o tratamento da DA (SILVA et al., 2014). No entanto, muitos
farmacos tém causado diversos efeitos adversos, como toxicidade
hepdtica e distirbios gastrointestinais; além disso, estdo disponiveis no
mercado a pregos relativamente elevados.

Assim, novas substincias mais seguras e ativas, oriundas de
produtos naturais, t€m recebido atencdo nos ultimos anos (AKTUMSEK
et al.,, 2013; TREVISAN et al., 2006). Huperzina-A (Figura 6), um
alcaloide com atividade anticolinesterdsica isolado de Huperzia serrata
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(Thumb.) (Lycopodiaceae), estd em fase de ensaios clinicos e tem se
mostrado promissor para o tratamento paliativo de DA, sendo ja
utilizado para este fim na China (MEHTA; ADEM; SABBAGH, 2012;
SILVA et al., 2014).

Figura 6. Farmacos aprovados e em fase de testes para o tratamento da doenca

de Alzheimer.
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Fonte: Silva et al. (2014).

1.2.5 Molicutes

Os molicutes s@o um grande grupo de microrganismos
peculiares, pertencentes a classe Mollicutes (do latim mollis = mole e
cutis = pele) e responsdveis por vdrias doengas nos animais, nas plantas
e no homem. Sao considerados os menores microrganismos capazes de
autorreplicacdo, e sdo distintos das demais bactérias devido a auséncia
de parede celular e genoma reduzido (RAZIN; HAYFLICK, 2010;
RAZIN, 1985).

Os géneros Mycoplasma e Ureaplasma, espécies de maior
interesse clinico, podem ser classificados em fermentadores e nao-
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fermentadores (RAZIN, 2006). Os fermentadores produzem acidos por
meio da metabolizacdo da glicose diminuindo o pH do meio de cultivo,
como por exemplo M. pneumoniae (WAITES; TALKINGTON, 2004).
Os ndo-fermentadores, como M. hominis, possuem a via da arginina
dehidrolase como modo de obter ATP, a qual resulta também na
producdo de amodnia, aumentando o pH do meio (BENFATTI et al.,
2010; RAZIN; HAYFLICK, 2010). Além disso, alguns micoplasmas
sdo capazes de utilizar ambas as vias, como M. fermentans (OLSON et
al. 1993, apud RAZIN; YOGEV; NAOT, 1998). Outros ainda ndo
utilizam nenhuma das vias, como € o caso de Ureaplasma sp., que
necessita de uréia (linico entre os organismos vivos) para produzir ATP,
hidrolisando este composto e produzindo amdnia (BENFATTI et al.,
2010; RAZIN; HAYFLICK, 2010).

Quanto aos mecanismos de patogenicidade, muitos molicutes
aderem ao tecido epitelial do trato respiratério ou urogenital, e
raramente invadem os tecidos. Contudo, com o aumento da incidéncia
de pacientes imunocomprometidos (devido a AIDS, transplantes de
drgdos, etc.), alguns molicutes t€m se localizado no interior das células
(RAZIN, 2006).

Cerca de 17 espécies de molicutes ja foram descritas em seres
humanos (WAITES; KATZ; SCHELONKA, 2005), sendo que a0 menos
cinco sdo consideradas patogénicas: M. pneumoniae no trato
respiratorio, causando principalmente pneumonia atipica primaria
(RAZIN, 2006), M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum e U. parvum
no trato urogenital, onde sdo associadas a casos de DST (BENFATTI et
al., 2010; JOHANSSON; PETTERSSON, 2002), bem como
infertilidade (CORDOVA et al., 2010). Além disso, estas espécies
podem se localizar nos olhos, glandulas mamadrias e articulacdes
(RAZIN, 2006).

Infec¢des por micoplasmas também sdo uma grande
preocupagdo na medicina veterindria, uma vez que estdo associadas ao
prejuizo econdmico, pois podem ocorrer em animais de producio,
incluindo bovinos, caprinos, suinos e frangos (ARJOON; SAYLOR;
MAY, 2012; NICHOLAS, 1998), como € o caso de M. mycoides subsp.
capri (Mmc) e M. capricolum, principais patégenos de cabras
(SZEREDI; TENK; DAN 2003).

Uma vez que estes microorganismos sdo desprovidos de parede
celular (SIRAND-PUGNET et al., 2007), antibiéticos que atuam sobre a
mesma, como penicilinas, cefalosporinas e outros, nao sao eficazes. Na
clinica apenas algumas classes de agentes antimicrobianos sdo tteis para
o tratamento de infec¢des causadas por estes patdgenos em seres
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humanos, como o grupo macrolideo-lincosamina-estreptogramina
(MLS), tetraciclinas e algumas quinolonas (BEBEAR; BEBEAR, 2002;
RAZIN, 2006; SAMRA; ROSENBERG; SOFFER, 2002), bem como
cetolideos (nova classe de antibidticos derivada da eritromicina)
(BEBEAR; BEBEAR, 2002). Fluoroquinolonas e cloranfenicol também
sdo ativos, sendo este tltimo utilizado apenas em casos especiais. Ainda,
aminoglicosideos podem ser utilizados para eliminar contaminac¢des por
micoplasmas em culturas celulares (DREXLER; UPHOFF, apud
BEBEAR; BEBEAR, 2002).

Somando-se a baixa disponibilidade de antibidticos
terapeuticamente uteis, mecanismos de resisténcia t€ém sido observados.
Estes se desenvolvem por meio de mutacdes genéticas, pela aquisi¢do
des genes de resisténcia, ou por efluxo do agente antimicrobiano
(RAZIN, 2006), bem como a internalizacdo celular, que oferece
protecdo contra o sistema imune do hospedeiro, bem como contra
agentes antimicrobianos (ROTTEM, 2003).

Assim, torna-se importante a busca de novos firmacos para o
tratamento de infeccdes causadas por molicutes, e os produtos naturais
tém se mostrado promissores neste sentido. Algumas espécies, como
Hydrastis canadensis, Astragalus membranaceus, Sambucus nigra,
Origanum vulgare (ARJOON; SAYLOR; MAY, 2012) e Anoigeissus
leiocarpus (MURAINA; PICARD; ELOFF, 2009) apresentaram bons
resultados para os extratos, porém nenhum composto puro foi testado.

1.2.6 Radicais livres e atividade antioxidante

Nas ultimas décadas foram realizadas inimeras pesquisas para
esclarecer o papel dos radicais livres em processos fisiopatoldgicos
como cancer, aterosclerose, doencas neurodegenerativas (como Doenca
de Alzheimer e Parkinson), diabetes, etc., bem como no envelhecimento
(AMIR et al., 2011; RAJENDRAN et al., 2014). Moléculas organicas e
inorgénicas e os dtomos contendo um ou mais elétrons ndo pareados,
com existéncia independente, podem ser classificados como radicais
livres (RAO et al., 2011).

Os processos fisiolégicos originam continuadamente radicais
livres, sendo estes importantes fisiologicamente, participando de
diversas funcdes no organismo, como a fagocitose, apoptose, processos
de sinalizacdo e diferenciacdo celular e estdo envolvidos na sintese e
regulacio de certas proteinas (MILLER; BRZEZINSKA-
SLEBODZINSKA, apud RAJENDRAN et al, 2014). No entanto,
quando presentes em concentracdo acima daquelas consideradas
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normais, podem provocar danos celulares, atacando estruturas lipidicas,
proteinas e dcidos nucleicos, causando alteracdes funcionais e prejuizo
das fungdes vitais em diversos tecidos (CHEN; HU; WANG, 2012).

Quando estas moléculas provém do metabolismo do nitrogénio,
denominam-se “espécies reativas de nitrogénio”, como por exemplo,
6xido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOQO) e nitrila (ON") (POON et al.,
2004). Contudo, como em sua maioria sdo derivadas do metabolismo do
oxigénio, designam-se estas de “espécies reativas de oxigénio” (ERO)
(RAO et al., 2011). Entre as ERO de maior importincia no organismo,
destacam-se o 4nion superdxido (O,7) e os radicais hidroxila (OH"),
alcoxila (RO’ e peroxila (ROO’) (CHEN; HU; WANG, 2012). O
peréxido de hidrogénio (H,0,) e 0 oxigénio singlete ('O,), apesar de nio
serem radicais livres, podem induzir reagdes radicalares no organismo e
por isso sdo considerados também como espécies reativas (CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

Sob condicdes de estresse, os seres vivos produzem mais ERO
do que substincias antioxidantes capazes de impedir ou diminuir o
desencadeamento das reacdes oxidativas. Uma ampla definicio de
antioxidante € ‘“qualquer substincia que, presente em baixas
concentra¢des quando comparadas a do substrato oxiddvel, atrasa ou
inibe a oxidag@o deste substrato de maneira eficaz” (NIKI, 2010). O
antioxidante atua de tal forma que, ao colidir com o radical livre, cede
um elétron, oxidando-se por sua vez e transformando-se em um radical
livre fraco nao téxico (VILLANUEVA-TIBURCIO; CONDEZO-
HOYOS; ASQUIERI, 2010).

O delicado balango entre as substincias antioxidantes e os
radicais livres é um aspecto muito importante para a manutencdo da
vida, e este mecanismo € chamado de “regulacdo redox”. Este processo
protege os organismos vivos contra o estresse oxidativo e mantém a
chamada “homeostasia redox” (VALKO et al., 2007).

Nos seres vivos, os sistemas antioxidantes podem ter origem
endégena, constituindo-se de um conjunto de enzimas, como superéxido
dismutase, glutationa peroxidase, catalase, entre outras (RAO et al.,
2011), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Neste
caso, podem-se citar os polifendis, entre eles d4cidos fendlicos,
estilbenos, taninos, ligninas e flavonoides (antocianinas, flavonas,
flavonéis, flavan-3-Gis e etc.), que sdo antioxidantes naturais obtidos a
partir da dieta com frutas e verduras (BLAINSKI; LOPES; MELLO,
2013; SOUSA et al., 2007).

O potencial antioxidante destas moléculas € devido,
principalmente, as suas propriedades redutoras, possibilitanto a



68

neutralizacdo dos radicais livres (ZHENG; WANG, 2001). Entre os
fatores que podem influenciar na atividade antioxidante apresentada
pelos compostos fendlicos, o nimero e a posi¢do de hidroxilas presentes
na molécula t€m se mostrado bastante relevantes (SKERGET et al.,
2005).

De maneira geral, compostos antioxidantes podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosméticos e também na
medicina, sendo que muitas vezes os proprios medicamentos aumentam
a geragdo intracelular desses radicais (SINDHI et al., 2013). Virios
antioxidantes sintéticos, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-
tolueno (BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) estdo comercialmente
disponiveis, porém o uso dos mesmos atualmente estd restrito devido
aos seus efeitos carcinogénicos (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Estes
achados tém estimulado o desenvolvimento de pesquisas para a
obten¢do de novos antioxidantes, como aqueles de origem natural.

Substancias como o &4cido ascérbico e o o-tocoferol ji sdo
amplamente utilizadas com finalidades diversas (antioxidantes,
estabilizadores de formulagdes, mas também visando efeitos
terapéuticos). Seu cardter “vitaminico” e a facilidade de obtencdo de
fontes diversas contribuem para o seu sucesso (SINDHI et al., 2013).
Outras, de descoberta mais recente, como o resveratrol, composto
fendlico da classe dos estilbenos, também vem sendo amplamente
estudadas (CARRIZZO et al., 2013).

Assim como estes exemplos de “farmacos multifuncionais”, é
possivel que outras substancias de origem natural venham a ser
caracterizadas e possam ser incorporadas ao “arsenal terapéutico” no
tratamento de patologias diversas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar do ponto de vista quimico e bioldgico metabdlitos
secunddrios presentes nas partes aéreas de Eugenia hiemalis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a avaliacdo de atividades bioldgicas (antioxidante,
anticolinesterdsica e antibacteriana contra espécies de molicutes) de
diferentes extratos brutos das folhas, galhos e botdes florais de E.
hiemalis;

- Realizar o fracionamento bioguiado dos extratos com melhores perfis
de atividade;

- Isolar metabdlitos secunddrios presentes nas fracdes mais ativas e
avaliar a sua atividade;

- Identificar ou elucidar a estrutura dos metabdlitos isolados, através de
métodos espectroscépicos;

- Analisar a variag@o sazonal da composi¢do quimica dos dleos e avaliar
a atividade bioldgica.



70



71

3 MATERIAIS E METODOS

A investigacdo fitoquimica foi desenvolvida no Laboratdrio de
Pesquisa em Produtos Naturais do CIF/CCS/UFSC, incluindo os
experimentos de extragcdo, fracionamento, isolamento e purificacdo de
compostos. Os espectros de UV/Vis e IV foram obtidos nos laboratdrios
de Quimica Farmacéutica e Farmacognosia do CIF/CCS/UFSC. Os
espectros de RMN foram obtidos através de parceria com o professor
Dr. Vassilios Roussis (Divisdo de Farmacognosia e Quimica de
Produtos Naturais) da Universidade de Atenas e com a Prof®. Rosangela
de Almeida Epifanio e a Prof*. Alessandra Leda Valverde (Instituto de
Quimica) da Universidade Federal Fluminense.

A avaliacdo das atividades bioldgicas e andlise quimica dos
6leos essenciais por CG-EM e CG-DIC foram realizadas na Fundagio
Universidade Regional de Blumenau (FURB) através de parceria com a
prof®. Dr". Michele Debiasi Alberton (Laboratério de Pesquisa em
Quimica de Produtos Naturais), Prof. Dr. Caio Mauricio de Cordova
(Laboratério de Pesquisa em Bioandlises) e o prof. Dr. Edésio Luiz
Simionatto (Laboratério de Cromatografia).

3.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
3.1.1 Material vegetal

As partes aéreas de Eugenia hiemalis utilizadas para os
procedimentos de avaliacdo bioguiada foram coletadas em abril de 2013
no municipio de Porto Alegre, préximo a Itapud (Rio Grande do Sul,
Brasil) (Figura 7). A identificacdo foi realizada pelo Prof. Dr. Jodo
André Jarenkow (Departamento de Botanica, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul - UFRGS). Uma exsicata (ICN 127910) foi
depositada no Herbdrio Instituto de Ciéncias Naturais da UFRGS.

As folhas de E. hiemalis utilizadas para fins de obtencdo do
6leo essencial foram coletadas em cada uma das estacdes do ano, entre
2013 e 2014, no municipio de Blumenau (Santa Catarina, Brasil) (Figura
7). A identificacdo foi realizada pelo botanico Morilo José Rigon Junior
(Herbdrio Dr. Roberto Miguel Klein, Fundac¢do Universidade Regional
de Blumenau - FURB). Uma exsicata (FURB 41952) foi depositada no
Herbario Dr. Roberto Miguel Klein da FURB.
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Figura 7. Locais das coletas de E. hiemalis para os procedimentos de avaliagdo
bioguiada (1) e obtenc@o do 6leo essencial (2).
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Fonte: Google Earth™
3.1.2 Solventes, adsorventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados para a extracdo, andlise por
cromatografia em camada delgada (CCD) e para fracionamento
cromatogréfico foram de grau analitico, de procedéncia Synth® e
Vetec®.

Para cromatografia liquida a vicuo (CLV), cromatografia em
coluna aberta (CCA) e cromatografia liquida de média pressao (CLMP),
foi utilizado gel de silica 60 de procedéncia Vetec®, com tamanho de
particulas na faixa de 0,04-0,063 mm. Para CCDs foram utilizadas
cromatoplacas de aluminio de gel de silica 60 F-254, da marca
Macherey-Nagel®. Purificacdo por cromatografia de gel-exclusdo foi
realizada com resina de Sephadex® LH-20.

Os reagentes utilizados para revelacdo cromatografica em CCD
foram: anisaldeido-sulftrico, vapor de amdnia e Craven (CRAVEN,
1931), preparados a partir de reagentes de grau analitico. Os solventes
utilizados para a obtencdo dos espectros de UV-Vis foram de grau
analitico; para obten¢do dos espectros de RMN foi utilizado cloroférmio
deuterado.
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3.1.3 Equipamentos

Os extratos e as fragdes obtidas nos procedimentos
cromatograficos foram concentrados em rotaevaporador da marca
Biichi®. Para fracionamento, utilizou-se sistema de cromatografia
liquida de média pressdo (CLMP) tipo Sepacore/Syncore®. As placas de
CCD foram reveladas sob luz ultravioleta (254 nm e 366 nm) em cimara
de revelagio modelo Prodicil® VA 50. O ponto de fusdo dos compostos
isolados foi determinado em aparelho Microquimica® MQAPF-301.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear (RMN) foram
obtidos em equipamento Bruker modelo DRX 400. Os espectros foram
calibrados através do pico do solvente utilizado para a anélise.

Os espectros na regido de infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro modelo Prestige-21 Shimadzu®, utilizando pastilhas de
KBr. Os espectros na regidao de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram
obtidos em espectrofotdmetro PerkinElmer® Lambda 10. Para a
avaliacdo das atividades bioldgicas, foi utilizado espectrofotometro
modelo Micronal® B3582 e capela de fluxo laminar Valiclean®
Bioprotector 211.

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em
cromatdgrafo gasoso Shimadzu® GCMS-QP2010 Plus, acoplado ao
espectrometro de massas Shimadzu® GC-FID2010.

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencao dos extratos e selecao de fracoes para avaliacao de
atividades biolégicas

As folhas, galhos e botdes florais foram rasurados e submetidos
ao procedimento de maceracdo com diclorometano, separadamente.
Ap6s sete dias, os extratos obtidos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatério sob pressdo reduzida, a temperatura inferior a 40
°C, originando os extratos diclorometanicos de cada farmacégeno (EDF,
EDG e EDB, para as folhas, galhos e botdes florais, respectivamente).
Os residuos da primeira maceragdo foram re-extraidos duas vezes com
metanol, originando os extratos metandlicos (EMF, EMG e EMB, para
as folhas, galhos e botdes florais, respectivamente).

Todos os extratos brutos obtidos foram avaliados nos modelos
de atividade anticolinesterasica, antibacteriana e antioxidante, conforme
descrito nos itens subsequentes, sendo os mais ativos submetidos ao
fracionamento cromatogréfico, e suas fragdes reavaliadas. A Figura 8
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apresenta o esquema geral dos procedimentos adotados neste trabalho
com relagdo a preparacio dos extratos brutos e fracionamentos
bioguiados dos mesmos.

Apés o fracionamento cromatografico dos extratos brutos, a
fragcdes cujos rendimentos eram considerados vidveis para continuidade
do trabalho foram priorizadas na avaliagdo de atividades bioldgicas.
Devido a retirada de aliquotas para tal avaliacdo, as quantidades de
fracdo efetivamente utilizadas na sequéncia do fracionamento sempre
foram inferiores as quantidades obtidas.

3.2.2 Procedimentos de fracionamento

Os extratos brutos e as fracdes foram submetidos a
procedimentos de separacdo cromatogrifica por adsor¢do em
cromatografia liquida a vdcuo (CLV), cromatografia liquida de média
pressdo (CLMP) e cromatografia em coluna aberta (CCA), utilizando-se
gel de silica 60. Para algumas fracdes a separacdo cromatogréfica foi
realizada por exclusdo, utilizando-se a resina Sephadex® LH-20 em
cromatografia em coluna aberta (CCA). Todas as fragdes obtidas foram
nomeadas Xy-z, onde X corresponde ao nome da coluna, e “y” e “x” aos
limites do intervalo de fracdes reunidas. As andlises em CCD foram
realizadas sob luz ultravioleta, em 254 e 366 nm, foi utilizado como
revelador anisaldeido-sulfirico, mas em alguns casos, reagente de
Craven (CRAVEN, 1931) e vapor de amdnia foram empregados.

Para melhor compreensdo da sequéncia adotada no esquema
bioguiado, este serd descrito juntamente com os resultados dos testes
bioldgicos. Informagdes referentes aos procedimentos cromatogréficos
adotados em cada uma das colunas estdo descritos no Apéndice A.
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Figura 8. Procedimentos adotados na obten¢do dos extratos brutos e
fracionamento bioguiado das partes aéreas de E. hiemalis.
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3.2.3 Analise espectroscopicas no UV/Vis com reagentes de
deslocamento

As andlises espectroscépicas no UV/Vis com reativos de
deslocamento foram realizados conforme procedimentos descritos por
Mabry, Markham e Thomas (1970). Estes ensaios visam auxiliar na
identificacdo da estrutura de flavonoides, com base no comportamento
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dos mesmos sob a radiacdo ultravioleta apds a adi¢do de alguns
reagentes. Para isso, foram preparadas solucdes das amostras em 0,01
mg/mL de metanol, e obtido o espectro original em espectrofotdmetro
UV/Vis, observando-se 0S Ays. Esta solucdo original foi dividida em
trés aliquotas de 2 mL, adicionando-se os reativos de deslocamento,
conforme detalhado abaixo:
a) A 2 mL da solugdo original foram adicionadas 3 gotas da solugéo de
NaOMe (2,5 g de NaOMe em 100 mL de metanol) obtendo-se os
espectros imediatamente e apés 5 min, observando se houve
decomposic¢io;
b) Foram adicionadas 6 gotas de solucdo de AICI; (5,0 g de AICI; em
100 mL de metanol) a 2 mL da solucdo original da amostra, obtendo-se
vérios espectros até que 0s Apgx estivessem estdveis. Ap0s isto, foram
adicionadas 3 gotas de solucdo de HCl (HCI/H,O, 1:2) e obteve-se um
novo espectro;
¢) Foi adicionado acetato de sédio R a 2 mL da solugdo original,
formando uma camada no fundo da cubeta. Obtiveram-se os espectros
imediatamente e apds 5 min, e, ndo havendo deslocamento, foi
adicionado a esta solug¢do dcido bdrico R, realizando-se novamente a
leitura.

Os resultados foram analisados segundo os critérios descritos
por Mabry, Markham e Thomas (1970).

3.2.4 Analise colorimétrica em CCD com reagente de Craven

O teste com reagente de Craven (cianoacetato de etila)
(CRAVEN, 1931) foi realizado pela a adicdio de 2-3 gotas de
cianoacetato de etila em uma solucdo alcodlica de hidréxido de amonia
(1:1), e esta borrifada sobre o composto a ser testado em placa de CCD.
A alteragdo de cor para tons de azul indica positividade para o teste.

3.2.4 Avaliacao das atividades biolégicas
3.2.4.1 Avaliacdo da atividade anticolinesterdsica

A inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foi
determinada utilizando-se o método descrito por Mata e colaboradores
(2007). Para isso, foram incubadas, inicialmente, 100 puL de diferentes
concentra¢des das amostras com 325 uL de tampdo Tris-HCI (pH 8) e
25 puL de uma solucdo de enzima contendo 0,28 U/mL, durante 15
minutos. Subsequentemente, 75 uL de uma solu¢do de AChI 0,023
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mg/mL e 475 pL de reagente de Ellman 3mM (ou DTNB, éacido 5,5’-
ditiobis-2-nitrobenzdico) foram adicionados. A mistura final foi
incubada durante 30 min a temperatura ambiente. A absorbancia da
mistura foi medida a 405 nm. Foi preparado um controle negativo com o
solvente utilizado para dissolver as amostras (metanol) e um controle
positivo com galantamina. A inibi¢do foi calculada através da férmula

abaixo:
I (%) =100 - (Aamostra/Acomrole) x 100

Onde:

Amostra € @ absorbancia da amostra € A ool € @ absorbancia do
controle negativo. Todos os testes foram realizados em triplicata. A
concentracdo da amostra responsdvel por inibir 50% da funcdo
enzimdtica (Clsp) foi obtida plotando-se a percentagem de inibicdo
contra a concentracdo das amostras avaliadas. A determinagdo da Cls
foi realizada com auxilio do programa Microcal Origin® 5.0.

3.2.4.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada por meio da técnica de
microdivi¢io em caldo, em placas de 96 micropogos, seguindo-se as
recomendacgdes especificas para micoplasmas e ureaplasmas (CLSI,
2011; BEBEAR; ROBERTSON, 1996). Foram utilizadas cepas padrdo
de Mycoplasma hominis (ATCC 23114), M. mycoides subsp. capri
(NCTC 10137), M. capricolum subsp. capricolum (ATCC 27343), M.
genitalium (ATCC 33530), M. pneumoniae FH (ATCC 13883) e
Ureaplasma urealyticum (ATCC 27618), mantidas sob refrigeracdo a -
20 °C. As cepas de M. pneumoniae, M. genitalium, M. mycoides subsp.
capri e M. capricolum subsp. capricolum foram cultivadas em meio de
cultura SP-4 (TULLY, 1995), M. hominis em meio MLA (VELLECA;
BIRD; FORRESTER, 1979) e U. wrealyticum em meio U1O
(SHEPARD, 1974). Todos os indculos foram incubados a 37 °C + 1 °C
por 48-72 horas em microaerofilia (2-3 % de CO,), com exce¢do de M.
pneumoniae, em que o tempo de inbubagdo varia de 5-7 dias.

Os extratos brutos, fracdes, compostos isolados, bem como os
Oleos essenciais, foram testados a partir da concentra¢@o inicial de 1
mg/mL. Inicialmente, todas as amostras foram submetidas a diluicdo
seriada no meio de cultivo especifico para cada espécie bacteriana, por
meio da adicdo em cada micropoco de 190 puL de meio e 10 pL das
solucdes das amostras nos primeiros micropogos (na concentracdo 4
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mg/10 uL DMSO 100%). Em seguida, 100 uL foram transferidos para
os pocos adjacentes, com o objetivo de se obter dilui¢do seriada de
ordem dois. Logo apés, foram adicionados 100 pL do inéculo bacteriano
(em fase log de crescimento, contendo 107 microrganismos/mL).
Adicionalmente, foi realizado um controle de esterilidade do meio
(somente o meio de cultura), controle de crescimento bacteriano (meio
de cultivo acrescido de indculo bacteriano nas mesmas condi¢des
realizadas para as amostras), e controle positivo utilizando o antibidtico
levofloxacino.

Ao final, 2 a 3 gotas de vaselina liquida foram adicionadas em
todos os micropogos para criar um ambiente de microaerofilia. As
placas foram incubadas da mesma forma descrita anteriormente para os
inéculos. O crescimento bacteriano foi observado a partir da mudanca
de coloragdo do meio de cultura, devido a presenca do indicador
vermelho de fenol. Neste caso, M. pneumoniae, M. genitalium e M.
mycoides subsp. capri e M. capricolum subsp. capricolum fermentam a
glicose, acidificando o meio e fazendo com que haja uma mudanca de
coloragdo de rosa para amarelo (WAITES; TALKINGTON, 2004;
TULLY et al., 1983). Ja a espécie M. hominis promove a alcalinizagio
do meio em seu crescimento por deaminacdo da arginina em amonia,
alterando a cor de amarelo para rosa. Por fim, U. urealyticum degrada
uréia em amonia e alcaliniza o pH do meio, fazendo com que haja uma
mudanca de cor do amarelo para o vermelho, indicando o crescimento
(BENFATTI et al., 2010; RAZIN; HAYFLICK, 2010). A CIM
(Concentra¢do inibitéria minina) foi determinada como a menor
concentracdo da amostra que inibe o crescimento bacteriano. Todas as
amostras foram testadas em triplicata e todos os procedimentos foram
realizados de maneira estéril em capela de fluxo laminar.

3.2.4.3 Ensaios de avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi preparada uma
solucdo de cada amostra (solucdes amostra), através da diluicdo das
mesmas em metanol (1 mg/mL), sendo estas solugdes utilizadas em
todos os testes realizados. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

3.2.4.3.1 Determinagdo do contetido de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado
utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau, de acordo com o método
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descrito por Anagnostopoulou e colaboradores (2006). A 0,5 mL de uma
solucdo da amostra, foram adicionados 5,0 mL de dgua destilada e 0,25
mL do reativo de Folin-Ciocalteau. Apés 3 minutos, foi adicionado 1,0
mL da solucdo saturada de carbonato de sédio, agitando-se e deixando a
solucdo em repouso por 1 hora. Como branco foi utilizada uma solugao
preparada conforme descrito acima, porém, a solucdo amostra foi
substituida por metanol. As absorbincias das solugdes foram
determinadas em espectrofotdmetro a 725 nm. Uma curva de calibracio
foi construida com solucdo de d4cido gdlico diluido em metanol,
obtendo-se a equacdo da reta: y = 0,0074x - 0,0844, = 0,9939. O teor
de compostos fendlicos totais foi determinado em mg de 4cido gélico/g
de extrato seco (mg AG/g de extrato).

3.2.4.3.2 Determinag¢do do contetdo de flavonoides

A determinacdo do teor de flavonoides totais foi realizada
conforme método descrito por Woisky e Salatino (1998). A 0,5 mL da
solu¢do amostra foram adicionados 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de
solucdo de AICI; 2 %. Apds 1 hora, as absorbancias das solugdes foram
determinadas em espectrofotometro a 415 nm. Utilizou-se como branco
etanol e como controle negativo uma solugdo preparada a partir de 0,5
mL da solucdo da amostra, 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de 4gua destilada.
Uma curva de calibragdo foi construida com solu¢do de quercetina
diluida em metanol, obtendo-se a equacdo da reta: y = 0,0074x - 0,0347,
r* = 09967. O teor de flavonoides foi determinado em mg de

quercetina/g de extrato (mg QUE/g de extrato).
3.2.4.3.3 Determinagao do potencial redutor

Este ensaio foi baseado no método de Price e Butler, proposto
por Waterman e Mole (1994). A 100 pL da amostra foram adicionados
8,5 mL de dgua destilada e 1,0 mL da solucdo de FeCl; 0,1 M, e, apés 3
minutos, 1,0 mL da solugéo de ferricianeto de potdssio 0,08 M. Apés 15
minutos, foi realizada a leitura da absorbdncia da solugdo em
espectrofotdmetro a 720 nm. Utilizou-se como branco uma soluc¢io
preparada conforme o procedimento acima, porém substituindo-se a
amostra por 100 pL de metanol. Uma curva de calibragdo foi feita
utilizando-se solu¢do de acido ascérbico diluido em metanol, obtendo-se
a seguinte equacdo da reta: y = 0,0019x + 0,0698, — 0,9967. O
potencial redutor das amostras foi expresso em mg de dcido ascOrbico/g
de amostra (mg de AA/g de extrato).



80

3.2.4.3.4 Determinacgdo da a¢do sequestradora do radical livre DPPH

O ensaio para a determinagdo da atividade antioxidante
utilizando o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila) foi baseado
no método descrito por Cavin e colaboradores (1998). Foram realizadas
diluicdes seriadas das amostras e uma aliquota de 2 mL de uma solugéo
de DPPH 0,004% foi adicionada as solucdes preparadas (1 mL). Apds
30 minutos, foi medida a absorbancia das mesmas em espectrofotdmetro
UV-Vis (517 nm). Utilizou-se como branco metanol e foram realizados
controles negativo (metanol + solucdo de DPPH 0,004 %) e positivo
(4cido gélico). Os valores obtidos foram avaliados na forma de % de
decréscimo da absorbancia de DPPH em fung¢do da concentracdo da
amostra teste, onde foi determinada a concentracdo da amostra
necessdria para reduzir 50 % do radical livie DPPH presente nas
solugdes testadas (CEsg). A determinacdo da CEs, foi realizada com
auxilio do programa Microcal Origin® 5.0.

3.2.4.3.5 Determinagdo do potencial inibidor da peroxidagao lipidica

A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada através do
modelo B-caroteno/dcido linoleico descrito por Mokbel e Hashinaga
(2006). Uma emulséo foi preparada com 3,0 mg de B-caroteno, 1,0 mL
de CHCl;, 45 mg de 4cido linoleico e 215 mg de tween-80. O
cloroférmio foi removido em evaporador rotatdrio, durante 4 minutos a
45 °C. A mistura resultante foram adicionados 6,0 mL de dgua destilada,
sob agitacdo, para fazer a emulsdo. A emulsio foi diluida para 100 mL
com perdxido de hidrogénio 0,01 M. Aliquotas desta emulsdo (4,0 mL)
foram adicionadas a tubos contendo 0,2 mL das amostras. Como
controle positivo foi utilizada uma solu¢do de BHT na concentragéo de
1 mg/mL. Um controle negativo, contendo 0,2 mL de metanol e 4,0 mL
da emulsdo acima, também foi preparado. Todos os tubos foram
colocados em banho-maria, a 50 °C, e as absorbancias das solucdes
foram determinadas no tempo zero, ¢ a cada 30 minutos, em
espectrofotdmetro a 470 nm, até a descolora¢do do tubo contendo o
controle negativo (180 minutos). Como branco foi utilizada uma
emulsdo preparada como descrito acima, porém sem a presenga de [3-
caroteno.

Os resultados dos ensaios foram expressos através de gréficos,
onde foram cruzados os valores de absorbancia das solu¢des em fungdo
do tempo de ensaio. A atividade antioxidante (potencial inibidor da
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peroxidagdo lipidica, em porcentagem) (AA%) foi calculada através da
seguinte férmula:

AA% =100 [1 - (Ao — Ap) / (Ano — Aup)]

Onde: Ay e Afsdo as absorbancias da amostra no tempo zero e apds 180
minutos, respectivamente, e Ay ¢ Ay sdo as absorbancias do controle
negativo no tempo zero e apdés 180 minutos, respectivamente.

3.2.5 Analise sazonal dos oleos essenciais

A andlise sazonal da composicao dos 6leos essenciais das folhas
de E. hiemalis foi realizada a partir de coletas realizadas nas quatro
estagdes do ano, entre os anos de 2013 e 2014, na cidade de Blumenau
(SC). Os dleos essenciais foram extraidos por arraste de vapor, em
aparelho de Clevenger. Em um baldo de fundo redondo, as folhas
frescas foram aquecidas juntamente com dgua, até a ebulicdo, e
mantendo-se a mesma por 4 horas (BRASIL, 2010). Depois de
condensado, o vapor contendo o 6leo foi recolhido em reservatdrio
preenchido com dgua. O 6leo obtido foi armazenado sob refrigeracéo até
a andlise quimica e bioldgica.

As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foram realizadas no Laboratério de Cromatografia
do IPTB — FURB, em Blumenau, pela Dr". Dilamara Riva Scharf, sob a
supervisdo do Prof. Dr. Edésio L. Simionatto. A andlise do O6leo
essencial foi realizada em equipamento Shimadzu® com detector
GCMS-QP2010 PLUS, coluna capilar apolar RTx®-5 (30 m x 0,25 mm,
0,25 pm). Como gés de arraste foi usado hélio, com fluxo constante de 1
mL/minuto. Usou-se temperatura programada de 60 °C (5 min), seguida
do aumento de 3 °C/min até 240 °C (5 min); temperatura do injetor de
250 °C; 70 eV. A quantificagio dos componentes foi realizada por
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC),
utilizando um equipamento Shimadzu® GC-FID2010, coluna capilar
apolar ov®s (30 m x 0,25 mm id x 0,25 mm), nas mesmas condi¢des
analiticas descritas anteriormente.

A identificacio dos componentes foi baseada na biblioteca
NIST 2008 (National Institute for Standards and Technology) e no
calculo dos indices de retencdo (IR) para os compostos, juntamente com
a comparagdo dos seus espectros de massa com a literatura (ADAMS,
2007). Os indices de retengdo foram obtidos pela co-injecdo com uma
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série de hidrocarbonetos lineares (Cyy — Cys) e calculados para cada
composto a partir da férmula:

IR =100.Z + 100 (RX - RZ)/(RZ,, - RZ)

7. = numero de carbonos do hidrocarboneto com tempo de retencio
inferior;

RX = tempo de reten¢cdo do composto a ser calculado;

RZ = tempo de reten¢do do hidrocarboneto imediatamente inferior ao
tempo de retencdo do composto a ser calculado;

RZ,, = tempo de reten¢do do hidrocarboneto imediatamente superior ao
tempo de reten¢do do composto a ser calculado.

A variacdo quantitativa dos constituintes dos O6leos nas
diferentes estacdes foi analisada utilizando-se o coeficiente de variacdo.
Os constituientes que ndo puderam ser quantificados foram considerados
como tracos e, para fins de cdlculo de concentracdo, considerados iguais
a 0 %. O coeficiente de variagdo foi calculado para os compostos
presentes em pelo menos duas amostras.

Os dados referentes as condi¢des climdticas da regido onde
foram realizadas as coletas foram obtidos junto ao Centro de
Informacdes de Recursos Ambientais e de Hidrometeorologia de Santa
Catarina (CIRAM/EPAGRI - Florian6polis-SC), e utilizados para fins
de correlagdo com a andlise fitoquimica dos 6leos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS

Os resultados dos rendimentos obtidos para os extratos
diclorometanicos e metandlicos das folhas, galhos e botdes florais
variaram entre 0,23 e 11,35 %, conforme pode ser obervado na Tabela 1.
O extrato das folhas apresentou o melhor rendimento absoluto e também
percentual.

Tabela 1. Rendimentos dos extratos brutos de E. hiemalis.

Massa do Extratos Extratos
Farmacégeno farmacégeno diclorometinicos metandlicos
® g (%)* g (%)*
Folhas 3559 9,10 (2,56) 40,38 (11,35)
Galhos 109,9 0,25 (0,23) 5,58 (5,08)
Botoes florais 27,8 0,49 (1,76) 1,94 (6,98)

* Calculados em g/100 g de farmacégeno utilizado na extragao.

Na sequéncia serdo apresentados os resultados do
fracionamento  bioguiado pelas atividades anticolinesterdsica,
antibacteriana e antioxidante. Para melhor compreensdo do trabalho,
cada secdo apresenta um fluxograma proprio e a Figura 41 (Apéndice A)
conttm um fluxograma resumindo todos os procedimentos
cromatograficos realizados, com os respectivos compostos isolados.

4.2 ESTUDO BIOGUIADO PELA ATIVIDADE
ANTICOLINESTERASICA

O ensaio para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica foi
realizado por meio da utilizacdo do reagente de Ellman, usado na
quantificacdo de grupos sulfidrila. A reacdo baseia-se na medida da
producio da tiocolina através da hidrdlise do andlogo do substrato da
AChE, a acetiltiocolina, originando acetato e tiocolina. Esta reage com o
reagente de Ellman (DTNB), rompendo a ligacdo dissulfeto, e
originando 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB"), o qual se ioniza em TNB*
(dianion) em pH alcalino, produzindo uma cor amarela, com maximo de
absor¢do em 405 nm. A Figura 9 apresenta um esquema geral da reacio
do regante de Ellman com um substrato (RS’) (KOMERSOVA;
KOMERS; CEGAN, 2007; RIDDLES; BLAKELEY; ZERNER, 1979).
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Figura 9. Reagdo do reagente de Ellman (DTNB> na forma iénica) com a
tiocolina.
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Fonte: Riddles; Blakeley; Zerner (1979).

Os resultados obtidos neste ensaio estdo demonstrados na
Tabela 2, sendo expressos na forma de Clsy, ou seja, a concentragdo da
amostra necessdria para inibir 50 % da atividade enzimatica. Como
referéncia, foi utilizado um controle positivo, o firmaco galantamina.

Pode-se observar que os melhores resultados foram encontrados
para os extratos diclorometinicos: inicialmente o extrato dos botdes
florais EDB (Clso = 199,09 + 2,25 pug/mL), seguido pelo extrato dos
galhos EDG (Clsy = 395,23 + 3,23 ng/mL) e EDF (Cls = 506,63 + 0,48
pg/mL). Verifica-se também que nenhum dos extratos metandlicos foi
ativo (Clso > 1000 pg/mL).

Devido ao baixo rendimento do extrato EDG (ver Tabela 1),
foram selecionadas para a continuidade dos estudos apenas os extratos
EDF e EDB.
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Tabela 2. Resultados* da avaliag¢@o da atividade anticolinesterdsica dos extratos,
fragdes e compostos isolados de E. hiemalis.

ClIs (ug/mL)
Extratos
EDF 506,63 + 0,48
EMF > 1000
EDG 395,23 +3,23
EMG > 1000
EDB 199,09 + 2,25
EMB > 1000
Fracoes EDF**
A-3 > 1000
A-5 11,12 £ 0,06
A-6 > 1000
A-7 618,36 +2,10
A-8 > 1000
A-13 > 1000
A-14 > 1000
Compostos isolados
de A-8: GE1 > 1000
de A-5e A-7: GE2 9,05 £ 0,09 (43,45 uM)
Galantamina 2,17 £0,04 (7,55 uM)

* Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo da média (n = 3).
** As fracdes 1, 2, 10, 11, 12 e 15 do extrato EDF néo foram avaliadas devido
aos baixos rendimentos. As fracdes 4 e 9 ndo foram avaliadas por apresentarem
perfis semelhantes as fragdes 3 e 8, respectivamente.

4.2.1 Fracionamento do extrato EDF

O extrato EDF foi submetido ao fracionamento cromatogréfico
(Coluna A - Aliquota 1) originando 15 fra¢des (Figura 10). Destas,
algumas foram selecionados para avaliacdo da atividade bioldgica,
conforme rendimentos de peso e perfil em CCD. Este procedimento
cromatografico levou ao isolamento da substincia majoritdria GEI
(correspondente a fracdo A-8), porém, inativa neste ensaio (Clsy > 1000
pg/mL) (Tabela 2).

As fragdes que obtiveram os melhores resultados foram A-5
(Clso=11,12 £ 0,06 pg/mL) e A-7 (Clso = 618,36 £ 2,10 ug/mL), sendo
ambas submetidas ao fracionamento cromatografico (Colunas Al e A2,
respectivamente).
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Da fracdo A-5 foi isolada a substancia GE2 na fracdo A1-86-93,
que apresentou reagdo positiva com o reagente de Craven (CRAVEN,
1931). Esta substincia é majoritaria na fracdo A-5 e estava presente com
menor grau de pureza em outras fragcdes da coluna Al, justificando o
fato dos valores de Clsy da fracdo A-5 e de GE2 serem tdo préximos.
GE?2 apresentou atividade anticolinesterasica (Clso = 9,05 £ 0,09 pg/mL
ou 43,45 pM) relativamente proxima ao valor apresentado pela
galantamina (Clso = 2,17 + 0,04 pg/mL ou 7,55 uM) (Tabela 2).

Da fracdo A-7 foi isolada a substancia GE1 na fragdo A2-77-79,
e GE2 na fragdo A2-72-74, como componente minoritario. Dessa forma,
a baixa concentracdo de GE2 na fracdo A7 justifica a maior atividade
apresentada pela fracdo A-5, que possui como composto majoritario a
substancia GE2, com atividade anticolinesterasica.

Figura 10. Procedimentos adotados no fracionamento do extrato bruto
diclorometanico das folhas de E. hiemalis (EDF — aliquota 1).

Extrato bruto diclorometanico das folhas (EDF)
9,109

Coluna A - Aliquota 1
3,459
1-15

A-8
93,59 mg

Coluna A1 Coluna A2 GE1
1-123 1-84

——

A1-86-93 A2-72-74 A2-77-79
90,4 mg 9,8 mg 138,1 mg

‘GEZ‘ ‘GE2‘ ‘GE1‘
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4.2.2 Fracionamento do extrato EDB

O extrato EDB também foi submetido a separacdo
cromatografica (Coluna C) (Figura 11), resultando no isolamento do
composto GE2 na fracdo C-58-65, bem como do composto GE9 da
fracdo C-50-51, este ultimo sendo identificada como metil-olivetol. Na
fracdo C-104-110 foi observada a presenga de uma substancia com
reacdo positiva para o reagente de Craven, que foi purificada
cromatograficamente (Coluna C1) resultando em um sdélido de cor
amarela na fracdo C1-28-38, denominado de composto GE10, o qual
estd em processo de identificagdo. Adicionamente, o composto GE1 foi
isolado na fracdo C1-44-51.

Devido ao baixo rendimento dos compostos GE9 e GE10, eles
nao foram submetidos a avaliacio da atividade bioldgica.

Figura 11. Procedimentos adotados no fracionamento do extrato bruto
diclorometanico dos botoes florais de E. hiemalis (EDB).

Extrato bruto diclorometanico dos botdes florais (EDB)

484,7 mg
Coluna C
1-191
[
C-50-51 C-58-65
3,7 mg 43,6 mg
GE9 GE2
Coluna C1
1-53
C1-28-38 C1-44-51
2,3 mg 52,0 mg

[GE10] | GE1 |
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4.2.3 Consideracoes sobre o fracionamento bioguiado pela atividade
anticolinesterasica

A identificacdo das substincias GEl (acetato de miconidina),
GE2 (primina) e GE9 (metil-olivetol) isoladas por meio do
fracionamento bioguiado pela atividade anticoloinesterdsica, foi
realizada por meio de técnicas espectroscépicas, melhor descritas na
secdo 4.5 (“Substancias isoladas”), contendo também uma breve revisao
sobre suas propriedades bioldgicas. Ressalta-se aqui que € o primeiro
relato da atividade anticolinesterasica para a primina.

Com relagdo ao género Eugenia, foi verificada atividade
anticolinesterdsica para algumas espécies. Para a espécie E. brasiliensis
foram avaliados o extrato bruto das folhas e algumas frag¢Ges, sendo que
a fracdo insoldvel foi a que apresentou o melhor resultado (63,0 % de
inibicdo na concentracdo de 1 mg/mL) (MAGINA et al., 2012). O
extrato das partes aéreas E. uniflora apresentou halos de inibi¢do da
enzima AChE em placas de CCD (MORAIS et al., 2013).

Alguns trabalhos t€m revelado um potencial anticolinesterdsico
interessante para a E. jambolana. O extrato das sementes apresentou
atividade anticolinesterasica no cérebro de ratos, semelhante ao controle
positivo (ALIKATTE et al., 2012), bem como o extrato das cascas, com
antividade no cerebelo e cértex de ratos (MAZZANTI et al., 2004).

Como as metodologias utilizadas nestes trabalhos sdo diversas,
a comparagdo com os dados obtidos neste estudo se torna dificil. Porém,
nota-se que as espécies do género Eugenia analisadas até o presente
momento, apresentaram bons resultados sobre a inibicdo da enzima
AChE, mas, nos trabalhos citados, os compostos responsdveis pela
atividade ainda nao foram investigados.

No entanto, vdrias substincias isoladas de produtos naturais,
bem como alguns derivados, ja foram avaliadas quanto as suas
propriedades de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase. Grande parte das
substincias ativas pertence ao grupo dos alcaloides, que possuem
atividade em baixas concentragdes. Vdrios trabalhos t€m relatado
atividade para outras classes também, principalmente flavonoides, sendo
as flavonas e isoflavonas as mais ativas, estilbenos, terpenos (entres
estes 0s monoterpenos sdo os mais ativos) e xantonas (PINHO et al.,
2013; SILVA et al., 2014).

A classe das quinonas, a qual pertence a substancia GE2 isolada
neste trabalho, ndo possui muitos trabalhos relacionados a atividade
anticolinesterdsica (PINHO et al., 2013). Entre as quinonas com
atividade, destacam-se as benzoquinonas e suas formas reduzidas
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(hidroquinona), como € o caso da timoquinona e da timo-hidroquinona
(Figura 12) (JUKIC et al., 2007). O 4cido sargaquinoico (Figura 12),
uma benzoquinona natural extraida da alga parda Sargassum
sagamianum (CHOI, 2007) também apresentou resultados moderados na
inibicdo da enzima AChE, sendo mais seletiva para a enzima BuChE. J4
a memoquina (Figura 12) tem recebido bastante atengdo como um novo
candidato a farmaco para o tratamento da doenca de Alzheimer.
Sintetizada através da incorpora¢do de 1,4-benzoquinona em um
esqueleto de poliamina, previamente reportado de uma série de
derivados colinérgicos (CAVALLI et al., 2007), é 10 vezes mais potente
que a donepezila (BOLOGNESI; CAVALLI; MELCHIORRE, 2009).

As naftoquinonas C, G, E e H (mansononas) (Figura 12),
isoladas da planta Thespesia populnea (Malvaceae) apresentaram
também atividade inibitdria sobre a enzima AChE, sendo as mansononas
E e H as mais ativas (CHANDWONG et al., 2012). A biruloquinona
(Figura 12), pertencente a classe rara de compostos de estrutura orto-
fenantraquinona, foi isolada do fungo Cladonia macilenta (HENG et al.,
2013), e apresentou atividade anticolinesterdsica, bem como outros
derivados de antraquinonas, como aloe-emodina e reina (Figura 12)
(ORHAN; TOSUN; SENER., 2008).
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Figura 12. Estruturas de quinonas e hidroquinonas com atividade
anticolinesterdsica.
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4.3 ESTUDO BIOGUIADO PELA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Estudos de avaliagdo da atividade antibacteriana de produtos
naturais contra espécies de molicutes sdo bastante escassos na literatura.
Alguns motivos podem explicar, em parte, esta realidade, como a
dificuldade nos cultivos destes microorganismos, uma vez que sao
fastidiosos e requerem meios especificos para cada espécie avaliada.
Além disto, tempo de incubacdo por vezes longo e a facilidade de
contaminagdo das culturas (CORDOVA et al., 2010).

No ambito do presente trabalho, inclusive, problemas de
contaminag¢do nas culturas de M. mycoides subsp. capri e U. urealyticum
fizeram com que ndo pudéssemos dispor dos resultados para vdrias
amostras em teste. Por este motivo, optou-se por nao apresentar os
resultados parciais disponiveis (apesar de bastante promissores).

Os resultados de atividade antibacteriana contra espécies de
micoplasma encontrados neste trabalho para extratos, fracdes e
compostos isolados de E. hiemalis estdao na Tabela 3. Como ainda ndo
hd um consenso em relacdo a interpretacdo dos resultados (ou seja,
considerar ativo/inativo), muitos autores optam em apenas reportar a
CIM ou utilizar as regras de interpretacdo para outras bactérias
(BEBEAR; BEBEAR, 2002).

Neste trabalho foi utilizado o critério proposto por Cos et al.
(2006), em que misturas (incluindo-se extratos e fra¢cdes) com valores de
CIM < 100 pg/mL e compostos puros com CIM < 25 pg/mL podem ser
considerados ativos. Adicionalmente, segundo Waites e colaboradores
(2001 apud BEBEAR; BEBEAR, 2002), um valor de CIM < 1 pg/mL
pode ser considerado preditivo de efetividade no tratamento.

Os extratos apresentaram valores de CIM variando de 0,32
pg/mL até 1000 ug/mL. De maneira geral, a cepa M. hominis foi a mais
sensivel perante os extratos (CIM = 0,32 a 208,33 ug/mL), com exce¢do
do extrato EMB, que apresentou maior atividade contra a cepa de M.
mycoides subsp. capri (dados ndo apresentados) e M. capricolum subsp.
capricolum.

Considerando-se o critério adotado, os extratos EDF (CIM =
6,51 a 83,33 pg/mL) e EDB (CIM = 0,32 a 31,25 ug/mL) apresentaram-
se ativos contra todas as cepas de molicutes avaliadas. Esses extratos
também apresentaram atividade anticolinesterdsica e foram submetidos
ao fracionamento descrito anteriormente no item 4.2.
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Tabela 3. Resultados* da avaliagdo da atividade antibacteriana dos extratos,
fragdes e compostos isolados de E. hiemalis.

CIM (ug/mL)
M. capricolum
;"ﬁ’bsp‘f M. M. M.
. genitalium  hominis  pneumoniae FH
capricolum
Extratos

EDF 26,04 26,04 6,51 31,25

EMF 333,33 500 104,16 250
EDG 166,67 416,67 26,04 104,16
EMG 500 416,67 208,33 416,67
EDB 31,25 7,81 0,32 26,04
EMB 83,33 500 104,16 416,67

Fracoes EDF**

A-5 46,87 125 4,55 125

A-7 3,46 6,94 0,40 7,80

A-8 3,46 6,94 0,48 7,80

Compostos
isolados

De A-7: GE1 3,46 6,94 0,48 7,80

De A-5e A-7: GE2 NA 6,94 2,60 3,47

Levofloxacino 1,56 0,78 25 1,56

* Os resultados sdo expressos como média (n = 3).

** As fracdes A-1, 2, 10, 11, 12 e 15 do extrato EDF ndo foram avaliadas
devido aos baixos rendimentos. As fragdes A-3, 6, 13 e 14 foram testadas
apenas contras as cepas M. mycoides subsp. capri e U. urealyticum. As fracdes
4 e 9 ndo foram avaliadas por apresentarem perfis semelhantes as fracdes 3 e 8,
respectivamente.

4.3.1 Fracionamento do extrato EDF

O fracionamento cromatografico do extrato EDF (Figura 11)
levou ao isolamento da substincia majoritiria GE1 (acetato de
miconidina) (correspondente a fragdo A-8), que apresentou atividade
contra todas as cepas analisadas (CIM = 0,12 a 7,80 pg/mL), com
excecdo de U. urealyticum.

A fracdo A-7, que também continha GE2, apresentou atividade
similar a A-8. A fracdo A-5 apresentou atividade destacada frente a M.
hominis e U. urealyticum (dados ndo apresentados).

Dessa forma, as fracdes A-5 e A-7, que apresentaram melhor
perfil de atividade também na avaliacdo da atividade anticolinesterdsica,
foram selecionadas para a realizacdo do fracionamento cromatografico
(colunas Al e A2, respectivamente), onde, conforme descrito
anteriormente, as substincias GE1 e GE2 foram isoladas. A substancia
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GE2 (primina, isolada de A-5 e A-7) apresentou atividade contra as
cepas analisadas (CIM = 1,95 a 6,94 ug/mL).

As fracdes A-3, A-6, A-13 e A-14 foram testadas apenas
contras as cepas M. mycoides subsp. capri e U. urealyticum, e em geral
foram inativas (com excecdo de A-6, que apresentou atividade contra M.
mycoides subsp. capri). No entanto, esta fracdo ndo foi submetida ao
fracionamento cromatografico, pois, além de possuir um baixo
rendimento em peso, possui um perfil semelhante & fragdo A-5,
verificando-se também a presenca da substancia GE2. Dessa forma, a

atividade observada foi correlacionada a presenca desta substancia.
4.3.2 Fracionamento do extrato EDB

Como o extrato EDB apresentou promissora atividade
antibacteriana, o mesmo também foi submetido ao processo de
fracionamento, conforme descrito anteriormente no item 4.2 (Figura 12).
O fracionamento levou ao isolamento das substincias GE1, GE2, e GE9,
bem como outra quinona, GE10, a qual esti em processo de
identificacdo (Figura 12). A substincia GE9 ndo foi avaliada com
relacdio a atividade antibacteriana devido ao baixo rendimento.

4.3.3 Consideracoes sobre o fracionamento bioguiado pela atividade
antibacteriana

O fracionamento bioguiado por meio da atividade
antibacteriana conduziu ao isolamento de duas substincias ativas, GE1
(acetato de miconidina) e GE2 (primina). Com relagdo a atividade
apresentada por estes compostos, esta pode ser considerada promissora,
ja que alguns valores ficam abaixo ou muito préximos de 1 pg/mL
(Waites et al., 2001 apud BEBEAR; BEBEAR, 2002)

A atividade antibacteriana de miconidina ja foi demonstrada
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Brucella abortus, Gibberella fujikuroi e Mycobacterium sp.
(LIMA et al., 1970 apud GUNATILAKA et al., 2001). No entanto, este
¢ o primeiro relato da atividade antimicrobiana para acetato de
miconidina (GE1).

A substincia GE2 (primina) possui relatos da atividade
antimicrobiana contra S. aureus ¢ MRSA SK1 (S. aureus resistente a
meticilina) (PONGCHAROEN et al., 2007). Além disso, em outros
estudos, Brondani e colaboradores (2003) demonstraram a atividade de
primina e derivados 5 e 6 alquil-substituidos frente a cepas de bactérias
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Gram-positivas (Bacillus subtilis, B. anthracis, S. aureus, Sarcina lutea,
Micrococcus citreus e Streptococcus faecalis), Gram-negativas
(Brucella abortus, B. suis, Escherichia coli e Salmonella Typhosa) e
fungos (Cryptococcus neoformans, Candida albicans, C. krusei e
Penicillium lilacinum).

Virias espécies do género Eugenia tém apresentado atividade
antibacteriana, conforme apresentado anteriormente no Quadro 2.
Algumas espécies, como E. beaurepaireana, E. brasiliensis e E.
umbelliflora foram avaliadas frente a molicutes (BENFATTI et al.,
2010), porém os resultados ndo se mostraram tao promissores como 0s
apresentados neste trabalho.

De maneira geral, os resultados encontrados neste trabalho para
os extratos, fracdes e principalmente as substancias isoladas na
avaliacdo da atividade antibacteriana contra espécies de molicutes sio
bastante promissores. Vale lembrar que os relatos de resisténcia destes
patégenos sdo cada vez mais comuns (WAITES; KATZ;
SCHELONKA, 2005), o que aumenta a necessidade de novos farmacos.

4.4 ESTUDO BIOGUIADO PELA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Apesar do organismo humano possuir alguns sistemas de defesa
antioxidante, como as enzimas superdxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, varios micronutrientes da dieta também podem
contribuir para este sistema de protecdo (RAO et al, 2011), entre eles,
flavonoides, 4cidos fendlicos e carotenoides, que s3o comumente
encontrados em plantas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Um dos objetivos deste trabalho foi verificar a atividade
antioxidante dos diferentes extratos e fracdes das partes aéreas de E.
hiemalis, identificando-se os compostos biativos. Os resultados podem
ser verificados na Tabela 4.

Diante do grande ndmero de variagdes metodolégicas na
realizac@o dos testes de avaliagdo da atividade antioxidante, bem como
no modo de expressar os resultados obtidos, a comparacido com os dados
do presente trabalho se torna dificil. Dessa forma, em cada teste serdo
citadas apenas as espécies do género Eugenia que apresentaram bons
resultados segundo os critérios dos autores dos respetivos trabalhos.
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4.3.1 Determinacao do conteiido de compostos fenélicos totais

Neste estudo optou-se em se determinar o teor de compostos
fenodlicos totais através do reativo de Folin-Ciocalteau, de acordo com o
método descrito por Anagnostopoulou e colaboradores (2006). A Tabela
4 apresenta os resultados obtidos. Para o cédlculo do teor de compostos
fendlicos nos extratos e fragdes foi construida uma curva de calibragdo
com o padrado 4cido gélico. Quanto maior a quantidade de 4cido gélico
em equivalente por g de extrato ou fracdo, maior a porcentagem de
compostos fendlicos presentes.

Segundo a Tabela 4, os maiores contetidos compostos fendlicos
sdo encontrados no extrato EDB (137,08 + 3,18 mg AG/g), seguido do
extrato EMF (122,80 + 6,82 mg AG/g), EDF (105,19 + 2,70 mg AG/g) e
EMB (9591 = 1,33 mg AG/g). Os extratos dos galhos apresentam
menores contetidos de compostos fendlicos quando comparados aos
demais.

Maiores contetidos de compostos fendlicos sdo esperados nos
extratos preparados com metanol, etanol, acetona, acetato de etila, entre
outros, jd que estes compostos possuem caracteristica polar e tendem a
ser extraidos mais facilmente com estes solventes (ALOTHMAN;
BHAT; KARIM, 2009). No entanto, neste estudo observaram-se valores
elevados para os extratos diclorometanicos das folhas e botdes florais.
Este fato pode ser explicado pela presenga do composto GE1 (acetato de
miconidina), que € majoritdrio nestes extratos e possui estrutura
derivada da hidroquinona, a qual possui grande potencial redutor, sendo
capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau (BOX, 1983;
DECAPRIO, 1999).

O conteddo de fendis totais também foi avaliado em outras
espécies do género Eugenia, por metodologias diversas, observando-se
altos conteidos de compostos fendlicos na maioria dos extratos
analisados. Entre eles, destacam-se os extratos de E. uniflora (CELLI;
PEREIRA-NETTO; BETA, 2011; GARMUS et al., 2014; KADE et al.,
2008; MARTINEZ-CORREA et al., 2011), E. jambolana (ARUN et al.,
2011; BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; BARTOLOME et al.,
2006; FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011; KUBOLA et al.,
2011; SURVESWARAN et al., 2007), E. caryophyllata (ADEFEGHA;
OBOH, 2012; GULCIN et al, 2004; IVANOVIC et al., 2013;
KRISHNAN et al., 2014), E. pyriformis (RUFINO et al., 2010), E.
stipitata (GARZON et al., 2012), E. copacabanensis (CARVALHO
JUNIOR et al., 2014), E. polyantha (WONG; LEONG; KOH, 2006), E.
dysenterica, E. klostzchiana, E. punicifolia, E. calcyna (ROCHA et al.,
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2011), E. aggregata, E. brasiliensis, E. luschnathiana e E.
reinwardtiana (REYNERTSON et al., 2008).

4.3.2 Determinaciao do contetido de flavonoides

A determinagdo do teor de flavonoides no extrato e fragdes foi
realizada através de método de complexacdo com o reagente cloreto de
aluminio (AICl;) (WOISKY; SALATINO, 1998). Este reagente forma
um quelato com as hidroxilas fendlicas em posicdo orto e com o grupo
carbonila dos flavonoides (Figura 13), proporcionando um deslocamento
batocromico das bandas de absorbincia do espectro de UV-Vis para
uma regido caracteristica (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).
Deve-se levar em conta, porém, que a presenca de glicosi¢do nas
posicdes 3, 5, 3' ou 4' na estrutura do flavonoide prejudica a
complexacdo com o aluminio, bem como a metoxilagdo (DENNI;
MAMMEN, 2012).

A Tabela 4 apresenta os resultados da avaliacdo do conteido de
flavonoides nos extratos brutos. Para o cdlculo do teor de flavonoides foi
construida uma curva de calibracdo utilizando o flavonoide quercetina,
sendo os resultados expressos como mg de quercetina/g de extrato ou
fracdo. Dessa forma, quanto maior o teor de quercetina nos extratos
testados, maior a porcentagem de flavonoides por grama de extrato ou
fragao.

O extrato com maior contetido de flavonoides foi o EMF (48,97
+ 8,23 mg QUE/g), seguido do EMB (29,37 + 5,00 mg QUE/g) e EMG
(13,29 + 3,15 mg QUE/g), enquanto que os extratos diclorometanicos
nao apresentaram flavondides. Da mesma forma como citado
anteriormente, a utilizacdo de solventes com caracteristica mais polar
facita a extracdo de compostos fendlicos, entre eles os flavonoides
(ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009).

A presenca de flavonoides em espécies do género Eugenia é
bastante comum, uma vez que varios destes compostos ja foram
identificados, como pode-se observar no Quadro 1. A quantificagio
destes compsotos em algumas espécies do género Eugenia também ja
foi realizada, obtendo-se bons resultados, como nos extratos de E.
uniflora (GARMUS et al. 2014; MARTINEZ-CORREA et al., 2011), E.
jambolana (ARUN et al, 2011; KUBOLA; SIRIAMORNPUN;
MEESE, 2011), E. caryophyllata (ADEFEGHA; OBOH, 2012;
KRISHNAN et al., 2014), E. copacabanensis (CARVALHO JUNIOR et
al., 2014) e E. pyriformis (RUFINO et al., 2010).
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Figura 13. Complexo formado entre o flavonoide quercetina e o reagente AlCI;.
AP

OH

Fonte: Mabry; Markham; Thomas (1970).
4.3.3 Determinacio do potencial redutor

A determinacdo do potencial redutor neste trabalho seguiu o
método de Price e Butler, proposto por Waterman e Mole (1994).
Hidroxilas fendlicas presentes nos compostos e extratos vegetais sdo
oxidadas a fons fenolato, e os fons férricos, adicionados a solugdo na
forma de FeCls, sdo reduzidos para fons ferrosos, e detectados a partir da
formagdo de um complexo azul (Fe4[Fe(CN)¢];) com o reagente
ferricianeto de potdssio (WATERMAN; MOLE, 1994).

Para determina¢do do potencial redutor, empregou-se uma
curva de calibragdo com diversas concentracdes de dcido ascorbico, um
composto com potencial redutor j4 conhecido. Dessa forma, valores
mais elevados significam maior capacidade redutora, quando
comparados ao dcido ascérbico. Os resultados deste ensaio encontram-
se na Tabela 4.

O extrato EMF apresentou o maior potencial redutor (405,27 +
10,27 mg AA/g), seguido pelos extratos EDB (350, 36 £ 9,74 mg
AA/g), EMB (301,06 + 22,68 mg AA/g), EDF (266,68 + 11,26 mg
AA/g) e EMG (190,71 + 16,61 mg AA/g). O extrato EDG apresentou
fraca atividade quando comparado aos demais.

De forma semelhante ao observado no ensaio de determinacgio
do teor de compostos fendlicos totais, o qual se baseia também na
capacidade redutora da amostra, o presente ensaio apresentou resultados
elevados de potencial redutor para os extratos diclorometanicos das
folhas e botdes florais.

Como ji mencionado anteriormente, o composto GE1 é um
derivado de hidroquinona, e esta possui potencial redutor ji reconhecido
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(BOX, 1983; DECAPRIO, 1999). O potencial redutor do composto
GEl, majoritdrio nos extratos diclorometanicos, foi avaliado e
apresentou um valor elevado (412,12 + 27,75 mg AA/g), superior ao
encontrado para os extratos. Assim sendo, pode-se atribuir, pelo menos
em parte, a atividade observada nos extratos a GE1, uma vez que este é
majoritario.

Algumas espécies do género FEugenia ja foram avaliadas
também com relacdio ao seu potencial redutor, utilizando-se
metodologias diversas e obtendo-se bons resultados. Destacam-se os
extratos de E. jambolana (SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI, 2007;
SURVESWARAN et al., 2007; VEIGAS et al., 2007), E. caryphyllata
(ADEFEGHA; OBOH, 2012; GULCIN et al., 2004; IVANOVIC et al.,
2013; WOJDYLO; OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007), E. pyriformis
(RUFINO et al., 2010), E. stipitata (GARZON et al., 2012) e E.
polyantha (WONG; LEONG; KOH, 2006).

4.3.4 Determinacio da acao sequestradora do radical livre DPPH

O ensaio de avaliacdo da captacdo do radical livie DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila) € um dos mais comumentes utilizados, pois, de
maneira geral, é simples, eficiente e barato, quando comparado aos
demais (CARMONA et al., 2014). O radical livie DPPH também € dos
poucos radicais livres de nitrogénio estdveis e comercialmente
disponiveis (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A acdo seqiiestrante de radicais livres neste ensaio deve-se a
reacdo entre o DPPH e compostos presentes nos extratos, através da
abstracdo de um radical hidrogénio (Figura 14). O DPPH possui cor
roxa devido a deslocalizagdo do elétron desemparelhado na molécula e
ao reagir com o flavonoide € reduzido, formando espécies mais estaveis
(hidrazina) e diminuindo a intensidade de sua coloracdo, o que pode ser
facilmente determinado espectrofotdmetro (517 nm) (ALAM; BRISTT;
RAFIQUZZAMAN, 2013).

Para fins de interpretacdo do ensaio, considera-se que a
diminuicao da absorbancia em 517 nm e o aumento da cor amarela da
solucdo sdo proporcionais ao potencial antioxidante da solucio teste. Os
resultados obtidos sdo expressos em CEsj, ou seja, a concentragdo da
amostra necessdria para reduzir 50 % do radical livre DPPH presente
nas solucdes testadas. Este valor pode ser obtido através do gréfico de
concentracdo do DPPH em solucdo versus a concentragdo da solugdo
amostra analisada.
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A Tabela 4 apresenta os resultados do ensaio da atividade
sequestrante do radical livrie DPPH. Observa-se que os extratos
metandlicos EMF, EMB e EMG obtiveram os melhores resultados, com
CEs5y de 39,11 + 0,74, 68,69 = 4,35 e 101,09 + 10,62 pg/mL,
respectivamente.

A capacidade de captacdo do radical livre DPPH ja foi
demonstrada para algumas espécies de Eugenia, como para os extratos
E. uniflora (CELLI; PEREIRA-NETTO; BETA, 2011; CHATTERJEE
et al., 2012; EINBOND et al., 2004; GARMUS et al. 2014;
MARTINEZ-CORREA et al, 2011; SANTOS et al, in press;
VELAZQUEZ et al. 2003), E. jambolana (ARUN et al., 2011;
BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; BARTOLOME et al., 2006;
KUBOLA; SIRIAMORNPUN; MEESE, 2011; PEIXOTO; FREITAS,
2013; SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI, 2007; SURVESWARAN
et al., 2007; VEIGAS et al., 2007), E. caryophyllata (GULCIN et al.,
2004; KRISHNAN et al., 2014; IVANOVIC et al., 2013; WOJDYLO;
OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007), E. dysenterica (PRADO et al.,
2014), E. pyriformis (RUFINO et al., 2010), E. polyantha (WONG;
LEONG; KOH, 2006), E. stipitata (NERI-NUMA et al., 2013;
GARZON et al., 2012), E. copacabanensis (CARVALHO JUNIOR et
al., 2014), E. bracteata (HEMALATHA; SATYANARAYANA;
ALEKHYANIJALIL, 2008), E. aggregata, E. Dbrasiliensis, E.
luschnathiana e E. reinwardtiana (REYNERTSON et al., 2008).

Figura 14. Equagdo basica da reagdo do radical livre DPPH com um substrato
(RH).

R

H — HN + R
OoN NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH-" (roxo) DPPH (amarelo)

Fonte: Alves et al, 2010 (modificado).
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4.3.5 Determinacao do potencial inibidor da peroxidacio lipidica

Os lipideos s@o componentes essenciais das membranas e
estruturas celulares, porém, podem sofrer degradacdo pela acdo de
radicais livres em presenga de oxigénio. Este processo é denominado
peroxidacdo lipidica, e se inicia quando as ligacdes duplas dos dcidos
graxos insaturados da membrana sdo atacadas por espécies radicais
derivadas do oxigénio, particularmente por OH. Esta reacdo origina
perdxidos, que sdo instdveis e reativos, iniciando uma cadeia de reagdes
de autocatdlise chamada de propagacdo, causando grandes danos nas
membranas, organelas e na integridade celular (RAO et al., 2011).

O presente ensaio € baseado em reagdes de oxi-reducdo, onde o
acido linoleico, um 4cido graxo insaturado, é oxidado por espécies
reativas de oxigénio, neste caso o peroxido de hidrogénio. Os produtos
formados desta rea¢do provocam a oxidagdo do B-caroteno, o que leva a
sua descoloracdo, que pode ser medida em espectrofotometro em 470
nm. Substincias com propriedades antioxidantes reduzem ou impedem a
ocorréncia destas reagdes, evitando a descoloragdo do [-caroteno
(ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). Este método tem sido
amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante de extratos
vegetais e de substancias isoladas (ALVES et al., 2010).

Solugdes com a presenga de antioxidantes, como o BHT
(controle positivo) e auséncia de antioxidantes (controle negativo), bem
como solugdes contendo as amostras a serem testadas sdo incubadas e
suas absorbancias sdo determinadas a cada 30 minutos, até 180 minutos,
onde € avaliado o desaparecimento ou nio da coloracdo do B-caroteno,
em relagdo ao controle negativo.

Os resultados obtidos neste ensaio podem ser visualizados na
Tabela 4, e estdo expressos em porcentagem de inibicdo da peroxidagio
lipidica em relacdo a solucdo sem a presenca de antioxidantes,
calculados a partir dos dados de absorbancia no tempo de 180 minutos.

Adicionalmente, na Figura 15 podem-se observar os perfis de
inibicdo da peroxidacdo lipidica pelos extratos em funcdo do tempo,
verificados através da descoloracdo do P-caroteno nas solu¢des. Neste
grifico, observa-se que as solu¢des do controle negativo (que ndo
possuem antioxidantes) apresentam clara descoloracdo, devido ao
decaimento das absorbancias. J4 as solu¢des contendo BHT como
agente antioxidante (controle positivo) mantém a coloragdo e seus
valores de absorbancia permanecem mais estaveis.

Pode-se observar que os extratos metandlicos, em geral,
apresentaram maior capacidade de inibicdo do processo de peroxidagdo
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lipidica (52,10 * 0,23 %, 47,85 + 0,31 % e 53,27 + 1,79 %, para os
extratos EMF, EMG e EMB). No entando, os valores apresentados por
estes extratos sdo inferiores aos obtidos para o controle positivo BHT
(97,47 £ 0,97 %). Este fato pode ser visualizado também na Figura 16,
onde os extratos metandlicos apresentam um decaimento em relagdo ao
controle positivo logo apds as primeiras medigdes.

O potencial inibidor do processo de peroxidacdo lipidica,
também foi avaliado para outras espécies do género Eugenia, obtendo-se
bons resultados, como para os extratos de E. uniflora (MARTINEZ-
CORREA et al., 2011; VELAZQUEZ et al., 2003), E. jambolana
(ARUN et al., 2011; BANERJEE; DASGUPTA, 2005; HASSIMOTTO;
GENOVESE; LAJOLO, 2009; SULTANA; ANWAR; PRZYBYLSKI,
2007; VEIGAS et al., 2007), E. caryphyllata (ADEFEGHA; OBOH,
2012), E. bracteata (HEMALATHA; SATYANARAYANA;
ALEKHYANIJALL 2008), e E. pyriformis (RUFINO et al., 2010).



Tabela 4. Resultados* da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos, fracdes e compostos isolados de E. hiemalis.

FLT FT PR DPPH AA%S

(mg QUE/g)’ (mg AG/g) (mg AA/g)’® (CEso - pg/mL)* ‘

Extratos
EDF 0,00 0,00 105,19 2,70 266,68 + 11,26 535,62 +37,51 16,51 +0,32
EMF 48,97 + 8,23 122,80 + 6,82 405,27 +10,27 39,11 +0,74 52,10 0,23
EDG 0,00 % 0,00 43,75 + 0,90 1,85 +2,86 > 1000 16,56 + 2,47
EMG 13,29 +3,15 69,20 + 1,99 190,71 + 16,61 101,09 + 10,62 47,85 +0,31
EDB 0,00 % 0,00 137,08 +3,18 50,36 +£9,74 210,52 + 14,99 29,29 +1,36
EMB 29,37 +5,00 9591 + 1,33 301,06 + 22,68 68,69 + 4,35 53,27 1,79
Fracoes EMF

D-3 6,311 +0,.23 19,96 0,21 43,17 £0,00 > 1000 - 27,66 0,98
D-4 7,48 0,15 53,70 £ 0,14 79,48 + 1,82 81,45+ 1,52 47,46 + 0,68

D-5 5,85 +0,07 58,21 +0,39 85,63 + 0,30 ND ND
D-6 29,734 + 0,21 87,62 + 0,00 170,89 + 3,04 220,08 +2,84 12,89 +0,09
D-7 62,30 0,21 165,64 + 0,43 391,41 = 1,10 41,55 + 0,60 42,40 0,45
D-8 29,01 +0,23 139,69 +0,16 339,84 + 1,22 116,40 + 0,83 26,56 + 1,71
D-9 63,16 0,16 24420 +0,39 544,57 + 0,80 18,18 £ 0,08 28,93 +0,51
D-11 42,89 + 0,87 161,00 +0,36 382,47 +1,52 24,00 0,10 25,26 +0,39
D-12 63,29 + 3,00 241,05 0,08 534,40 + 3,04 21,89 0,15 33,22 +0,44
D-13 17,75 £ 0,39 148,52 + 0,08 310,54 + 1,05 38,04 £0,23 35,35 +0,30
D-17 591 +0,14 106,54 + 0,62 654,221 + 0,00 61,87 + 3,00 8,45 +0,96

Compostos

GE1 ND ND 412,12 27,75 > 1000 22,92 +0,37

Acido gilico ND ND ND 3,80 0,04 ND
BHT ND ND ND ND 97,47 +0,97

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo da média (n = 3). ND = Néo Determinado.
' FLT= Flavonoides totais (mg de quercetina/ g de amostra).
2FT = Fendis totais (mg de dcido gélico/g de amostra).

3PR = Potencial redutor (mg de 4cido ascérbico/g de amostra).

*CEs) = Concentracio efetiva 50 %. Concentracdo da amostra, em pg/mL, necessaria para reduzir 50 % do radical livie DPPH presente na solugdo.

> AA% = Atividade antioxidante em porcentagem. Porcentagem de inibi¢io da descoloragdo do B-caroteno em relagio 2 solugdo sem
a presenca de um antioxidante.

<01
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Figura 15. Perfil de inibi¢do contra a peroxidagdo lipidica dos extratos brutos
das partes aéreas de E. hiemalis.

1.5
1,25 gl ——#— Controle negativo
9 = BHT
'§ 1 —#+—EDF
«®
£ 075 | EMF
2 = EDG
':E 0,5 EMG
== EDB
0.25 1 —+—EMB
0 T T T )
0 50 100 150 200

Tempo (min)

De maneira geral, os extratos metandlicos obtiveram os
melhores resultados nos testes de avaliagdo da atividade antioxidante,
destacando-se o extrato metandlico das folhas. Este apresentou os
maiores teores de flavonoides e fendis (neste segundo, quando
comparado aos demais extratos metandlicos), bem como o maior
potencial redutor e maior capacidade de capta¢do do radical livre DPPH.
Os valores de inibi¢do da peroxidacdo lipidica foram bastante similares
para todos os extratos metan6licos.

Levando-se em conta o conjunto de resultados obtidos nos
testes de avaliagcdo da atividade antioxidante, o extrato EMF foi
selecionado para a continuidade dos estudos através da realizacdo do seu
fracionamento cromatogrifico, bem como andlise das fragdes obtidas
por meio dos testes da atividade antioxidante.

4.3.5 Fracionamento do extrato EMF

A coluna D com o extrato EMF foi realizada em trés etapas
(colunas Da, Db e Dc) devido a quantidade de amostra. As fragdes
obtidas nos trés processos foram reunidas em fun¢do de sua semelhanga
cromatografica, obtendo-se ao fim 18 fra¢des (D1 a D18) (Figura 17),
sendo 11 destas selecionadas para os testes de avaliacdo da atividade
antioxidante, conforme perfis cromatogréficos e rendimento obtido. Os
resultados dos testes estdo apresentados também na Tabela 4.

Na avaliacio do conteido de flavonoides, as fracdes que
obtiveram o melhores resultados foram D-12 (63,29 + 3,00 mg QUE/g),
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D-9 (63,16 + 0,16 mg QUE/g), D-7 (62,30 £ 0,21 mg QUE/g) e D-11
(42,89 £ 0,87 mg QUE/g).

Da mesma forma, na avaliacdo do conteddo fendis totais, as
fracdes D-9 (244,20 + 0,39 mg AG/g), D-12 (241,05 £ 0,08 mg AG/g),
D-7 (165,64 £ 043mg AG/g) e D-11 (161,00 = 0,36 mg AG/g)
apresentaram os maiores teores.

Ja na avaliacdo do potencial redutor, a fracdo que apresentou o
melhor resultado foi D-17 (654,221 + 0,00 mg AA/g), seguida por D-9
(544,57 £ 0,80 mg AA/g) e D-12 (534,40 + 3,04 mg AA-g). Supde-se
que este valor elevado encontrado para a fragdo D-17 seja devido a
presenca de agucares redutores na fracdo, j4 que a mesma € bastante
polar.

As fragdes com maior sequestro do radical livie DPPH foram
D-9 (CEs = 18,18 £ 0,0 pg/mL), D-12 (CEsp = 21,89 £ 0,15 pg/mL) e
D-11 (CEsp = 24,00 £ 0,10 pg/mL).

Na avaliacdo da peroxidagdo lipidica, os resultados para as
fracdos foram inferiores aos apresentados pelo extrato bruto EMF,
indicando possivel sinergismo entre os compostos neste extrato. O perfil
de fracdes com melhor atividade observado nos testes anteriores ndo foi
0 mesmo, uma vez que a fracdo que obteve o melhor resultado neste
ensaio foi a D-4 (47,46 £ 0,68 %), que ndo apresentou resultados
promissores nos demais testes, seguida da D-7 (42,40 + 0,45 %).

Devido as limitagdes de tempo, nem todas as fragdes que
apresentaram boa atividade antioxidante puderam ser estudadas, sendo
as fragdes D-9 e D-12, além de D-4 (pelo valor de AA%) selecionadas
para a continuidade dos estudos através da realizagdo dos seus
fracionamentos cromatograficos. As fracdes D-7 e D-11 apresentaram
perfis cromatograficos semelhantes as fragdes D-9 e D-12,
respectivamente, e por isso ndo foram selecionadas para o
fracionamento.

A partir deste ponto do trabalho, devido a limitacdo da
quantidade de amostra de cada fra¢do disponivel para andlises, estas ndo
foram submetidas a testes de avaliacdo de atividade bioldgica. A sele¢do
das amostras para continuidade dos estudos passou a ser feita de acordo
com o perfil cromatogréfico apresentado pelas mesmas.
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4.3.5.1 Fracionamento de D-9

O fracionamento de D-9 (coluna D1) (Figura 17) levou a
obtengdo de 15 fragdes (fracdes D1-1 a D1-15). As fragcdes D1-6, 7, 9,
10 e 11 foram selecionadas para os procedimentos de fracionamento.

A fracdo D1-6 apresentava precipitados de cor amarela, e a
mesma foi lavada vdrias vezes com metanol com o objetivo de purifica-
los. Obtiveram-se assim 3 fragdes (D1-6a até D1-6¢), sendo da fragdo
DI1-6¢ purificados os compostos GE14 e GE17 (coluna D6). O
composto GE14 foi identificado como o flavonoide quercitrina (descrito
no item 4.5.4) e GE17 ainda estd em processos de identicacio. A fracdo
D1-6a também foi submetida & coluna cromatogrifica (coluna D2),
sendo as fragdes D2-38-39, 40-41 e 58-73 purificadas novamente
(colunas D3, D4 e D5, respectivamente). Da coluna D3 obteve-se GE12
e da coluna D4, GE13. Ambos os compostos estdo em processos de
identificacdo. Ainda, da fracdo D2-58-73, ap6s purificacdo, foi isolado
novamente o composto GE14.

Na sequéncia, a fragdo D1-7 foi submetida ao fracionamento
cromatografico (Coluna D7), sendo as fragées D7-6-7, 8-9 e 44-45
purificadas (Colunas D8, D9 e D10, respectivamente). Da coluna DS e
D9 foi obtido GE15, bem como outro composto com perfil semelhante
em D9 e D10, denominado de GE17. Ambos os compostos estdo em
processo de identificacao.

Por fim, as fragdes D1-9, 10 e 11 também foram submetidas ao
processo de purificacdo (colunas D11, D12 e D13, respectivamente),
obtendo-se GE14 e outro composto com perfil semelhante, denominado
de GE18, que estd em processos de identificacdo, e que parece tratar-se
de mais um flavonoide.

A fracdo D1-4 nfo foi submetida a separacdo cromatografica
dos seus constituintes, porém, durante o procedimento de secagem da
mesma, verificou-se a separa¢do de duas fases de coloragdes distintas.
Dessa forma, ambas foram separadas e secas, sendo o composto GE11
obtido na fracdo D1-6a.



Figura 16. Procedimentos adotados no fracionamento da fracdo D-9 do extrato EMF de E. hiemalis.
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4.3.5.2 Fracionamento de D-12

Outra fragdo que apresentou resultados promissores na avali¢do
da atividade antioxidante foi a D-12, a qual apresentou também bons
rendimentos de peso (8,5342 g). Dessa forma, procedeu-se a um
fracionamento por CLV desta fracdo (Coluna D14) (Figura 17),
originando 14 fragdes. Apesar do alto rendimento das fracdes D14-7 a
14, as mesmas apresentaram perfil cromatografico indicando a presenga
de compostos de alta polaridade, impossibilitando as andlises por falta
de material adequado naquele momento.

As fragdes D14-5 e 6 foram selecionadas para a continuidade
dos estudos (colunas D15 e D16, respectivamente), onde foi possivel
isolar de ambas as colunas o composto denominado de GE19, o qual
estd em processos de identificacdo. Adicionalmente, o composto GE14
foi novamente purificado na coluna D15.
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Figura 17. Procedimentos adotados no fracionamento da fragdo D-12 do extrato
EMF de E. hiemalis.

Extrato bruto metandlico das folhas (EMF)
40,3818 g
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1-14

)

Coluna D15 Coluna D16
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I_l_ll_l_l

D15-53 D15-69-73 D16-67 D16-121-137
1,7 mg 2,5mg 2,0 mg 26,1 mg

D15-53-D16-67
3,7 mg

4.3.5.3 Fracionamento de D-4

Como a fracdo D-4 obteve um resultado interessante na
avaliacdo do potencial de inibicao da peroxidaciao lipidica em relagdo as
demais amostras, esta foi selecionada para a continuac¢do dos estudos.
Foi realizada uma coluna cromatografica (coluna D18) (Figura 18), e
algumas fracOes obtidas deste procedimento foram repurificadas
(colunas D19 e D20), resultando no isolamento de GE21, o qual estd em
processos de identificacio.
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Figura 18. Procedimentos adotados no fracionamento da fracdo D-4 do extrato
EMF de E. hiemalis.

Extrato bruto metandlico das folhas (EMF)
40,3818 g
]
[ I |
Coluna Da Coluna Db Coluna Dc
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1-18

Coluna D18
1-230

Coluna D19 Coluna D20
1-10 1-14

—— |

D19-7 D19-8 D20-10-11
6,5mg 4,9mg 6,4 mg

4.3.6 Consideracoes sobre o fracionamento bioaguido pela atividade
antioxidante

O fracionamento bioguiado pela atividade antioxidante
conduziu ao isolamento de 10 substincias. No entanto, nenhuma das
substéancias isoladas foi submetida a avalia¢do da atividade antioxidante,
j4 que grande parte deles estd ainda em processos de identificagdo. A
substancia GE14, isolada das fracdes ativas D-9 e D-12, foi identificada
como sendo o flavonoide quercitrina, que ji teve seu potencial
antioxidante descrito, e, por isso nao foi avaliada.

O potencial antioxidante dos flavonoides ja ¢é bastante
conhecido, bem como suas propriedades quelantes. Dessa forma,
inimeros estudos ji demonstraram a capacidade de alguns destes
compostos de inibir a oxidacdo da LDL, apresentando um efeito
cardioprotetor (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002). Entre os
flavonoides mais ativos, destacam-se os flavondis, principalmente
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aqueles com o grupo OH livre na posicdo C-3, como quercetina,
canferol, galangina, entre outros (BURDA; OLESZEK, 2001).

Quercitrina, um derivado 3-O-glicosilado da quercetina, foi
extensivamente estudada em relac@o as suas propriedades antioxidantes,
exibindo bons resultados nos modelos avaliados. Apresentou forte
capacidade de captacdo do radical livie DPPH, sendo que a CEs
apresentada em alguns trabalhos variou de 1,3 + 0,2 pg/mL até 7,01 +
0,20 pg/mL (HERNANDEZ et al., 2010; MADALOSSO et al., 2012;
RAINHA et al., 2013; RIVIERE et al., 2009).

O potencial redutor de fons férrico também foi observado para
a quercitrina (HONG et al., 2013; RAINHA et al., 2013), bem como a
capacidade de inibir a peroxidagdo lipidica, ambos compardveis ao a-
tocoferol (YAMAZAKI et al, 2007). Apresentou inibi¢do da
peroxidacdo lipidica induzida por H,O, em células V79-4 (linhagem
celular de fibroblastos de pulmao de hamster chinés) na concentracio de
100 uM (HAM et al., 2012) e inibicdo da producdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitirico em cérebro de rato (WAGNER et al.,
2006).

Neste sentido, pode-se correlacionar a atividade antioxidante
apresentada pelo extrato EMF e suas fragdes, pelo menos em parte, a
presenca de quercitrina nas amostras (GE14). Também foi isolado outro
flavonoide (GE18) de maior polaridade neste extrato. A completa
identificacdo desta substincia e dos demais compostos isolados, bem
como avaliagdo das suas atividades antioxidantes, permitird entender
melhor a atividade apresentada pelos extratos e fracdes.

4.5 FRACIONAMENTO GUIADO PELO REAGENTE DE CRAVEN

Anidlises do extrato EDF com o reagente de Craven
demonstraram a presenca de algumas substancias com reacdo positiva
para o mesmo. Este fato despertou interesse para o isolamento destes
compostos.

O teste com o reagente de Craven consiste na reacio entre o
cianoacetato de etila com certas quinonas, como p-benzoquinonas
(Figura 19), o-toluquinona, 1,4-naftoquinona, timoquinona. Apenas
quinonas com atomos de hidrogénio ou halogénio livres adjacentes ao
grupo —C=0 apresentam esta reacdo, assim, 1,2-naftoquinonas,
antraquinonas, e fenantraquinonas ndo reagem (ASHWORTH, 1971). A
cor violeta azulada inicial muda rapidamente para azul, verde ou azul-
avermelhado. A cor verificada é devido a formagao do anion (Figura 19)
(KING; NEWALL, 1965).
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Figura 19. Reac¢do da p-benzoquinona com o cianoacetato de etila.
0 0 N

FaN NH,OH + EtOH COzEt

+ EtO.C CN _—

Fonte: King; Newall, 1965.

Uma nova CLV foi realizada com outra aliquota do extrato
EDF (Coluna B — Aliquota 2) (Figura 20). Foi utilizado o mesmo
sistema cromatogrifico da Coluna A, obtendo-se ao final 15 fragdes.
Neste caso, nenhuma das fracdes foi submetida a andlises de atividade
bioldgica.

Apés revelagdo com o reagente de Craven, foram observadas
duas manchas de coloracdo azul na fracdo B-9, uma mancha na fragéo
B-11 e B-12 e uma na fragdo B-6 (correspondente a primina).

A fracdo B-9 foi submetida ao fracionamento cromatogrifico
(Coluna B2), resultando no isolamento de GES, que estd em processo de
identifica¢do, porém ndo apresentou reacdo positiva com o reagente de
Craven. A revelacdo com reagente de Craven indicou duas manchas na
fracdo B2-45-50, sendo estas purificadas cromatograficamente (Coluna
B3). Uma delas foi obtida na fracdo B3-24-35 e denominada de GE6 e a
outra na fracdo B3-42-45, denominada de GE8. Ambas sido quinonas e
foram identificadas, sendo suas estruturas descritas no item 4.5.

As fragdes B-11 e B-12 também foram cromatografadas
(colunas B4 e B6, respectivamente) e resultaram no isolamento do
composto GE7, uma quinona que ainda estd em processo de
identificacdo. GE3 também foi isolado da fracdo B-11 (coluna BS5),
porém ndo apresentou reacdo positiva com o reagente de Craven. Este
composto estd ainda em processo de identificacao.
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Figura 20. Procedimentos adotados no fracionamento do extrato bruto
diclorometénico das folhas de E. hiemalis (EDF — aliquota 2) guiado pela
utilizacdo do reagente de Craven.

Extrato bruto diclorometanico das folhas (EDF)
9,10g
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1-74 1-98 1-93
B2-18-24 B4-10-16 B6-7-11
3,1 mg 2,4mg 1,3 mg
GE5 Coluna B3 GE7 Coluna B5 GE7
1-49 1-14
B3-24-35 B3-42-45 B5-12-14
3,4 mg 41mg 1,1 mg

4.6 OUTROS FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS

Algumas fracdes apresentaram perfis cromatograficos
interessantes, e seus fracionamentos foram realizados
independentemente das atividades bioldgicas.

A fracdo A-13 foi submetida ao fracionamento cromatogréafico
(coluna AS) (Figura 21), sendo isolado o composto GE3. Objetivando
aumentar o rendimento de GE3 para andlises de identificacdo e testes
bioldgicos, as fracdes A-9 e A-10 foram submetidas ao fracionamento
cromatografico (colunas A3 e A4, respectivamente) (Figura 21), visto
que andlises por CCD teriam indicado a presenca desta substinicia.
Dessa forma, GE3 foi isolado em ambas as fragdes, bem como GE1.
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A fracdo B-8 também foi submetida ao fracionamento
cromatografico (Coluna B1) (Figura 21), resultando no isolamento de
uma substincia na fracdo B1-1-2, denominada de GE4, a qual estd em
processos de identificacio.

Por fim, a fracdo D-3 do extrato metandlico das folhas foi
submetida a separacdo cromatogrifica (coluna D17) (Figura 22). Este
procedimento resultou no isolamento de GE20, o qual estd também em
processo de identificagao.

Figura 21. Procedimentos adotados no fracionamento do extrato bruto
diclorometanico das folhas de E. hiemalis (EDF — aliquota 1 e 2) independente
dos testes bioldgicos.

Extrato bruto diclorometéanico das folhas (EDF) Extrato bruto diclorometanico das folhas (EDF)

9,109 9,10¢g
Coluna A - Aliquota 1 Coluna B - Aliquota 2
3459 4079
1-15 1-15
Coluna A3 Coluna A4 Coluna A5 Coluna B1
1-60 1-89 1-171 1-80
A3-2-50 |[A3-57-58 | [A4-20-22 | [ A4-25-26 B1-1-2
33,1 mg 2,1 mg 15,4 mg 1,5 mg 6,7 mg
| eE1 | | ces | |ocEr]| [oEs| Coluna AB GE4
1-14
AB-7-8
1,7 mg

GE3
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Figura 22. Procedimentos adotados no fracionamento do extrato bruto
metandlico das folhas de E. hiemalis (EMF) independente dos testes bioldgicos.

Extrato bruto metandlico das folhas (EMF)
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1-324
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4.7 SUBSTANCIAS ISOLADAS

A partir do fracionamento dos extratos EDF, EDB e EMF de E.
hiemalis foram isoladas 21 substincias, denominadas de GE1 a GE21
(Tabela 5). Dos extratos diclorometanicos das folhas (EDF) e botdes
florais (EDB) foram isolados oito e quatro compostos, respectivamente.
Destes, GE1 e GE2 s3o majoritdrias em ambos os extratos, sendo
identificados como acetato de miconidina e primina, respectivamente.
Os compostos GE6 e GE8 também foram identificados como derivados
de primina e estdo descritos nos itens subsequentes. GE9 foi identificada
como metil-olivetol.

Do extrato metandlico das folhas (EMF) foram isoladas 11
substancias, cujos espectros estdo sendo obtidos, sendo que GE14 foi
identificada como quercitrina.
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Tabela 5. Compostos isolados dos extratos de E. hiemalis.

Substancia Extrato Identificacdo Quantidade (mg)
GEl1 EDF e EDB  Acetato de miconidina 447,39
GE2 EDF e EDB Primina 143,8
GE3 EDF N.L 6,4
GE4 EDF N.L 6,7
GE5 EDF N.L 3,1
GE6 EDF 5-acetdxi-primina 3.4
GE7 EDF Quinona N.I. 3,7
GES8 EDF Hiemaloquinona 4,1
GE9 EDB Metil olivetol 3,7

GEI10 EDB Quinona N.I. 2,3
GEl11 EMF N.L 2,0
GE12 EMF N.L 6,5
GE13 EMF N.L 6,4
GEl14 EMF Quercitrina 57,0
GEl15 EMF N.L 34,6
GEl16 EMF N.L 2,1
GE17 EMF N.L 81,0
GE18 EMF Flavonoide N.I. 5,1
GE19 EMF N.L 3,7
GE20 EMF N.L 54,6
GE21 EMF N.L 17,8

N.I. = Nao identificado.
4.7.1 Substancia GE1

GE1 foi obtido como um 6leo de coloragdo amarelada das
fracdes A-8 (Coluna A), A2-77-79 (Coluna A2), A3-2-50 (Coluna A3),
A4-20-22 (Coluna A4), B-10 (Coluna B) e C1-44-51 (Coluna C1), com
rendimento total de 447,39 mg, conforme os esquemas apresentados nas
Figuras 10, 11, 20 e 21.

Apresenta-se na CCD em CHCI,/AcOEt (98:2) como uma
mancha em Rf 0,3; ap6s revelacdo com anisaldeido sulftirico, adquire
coloragdo marrom-escura, que apds esmaecer passa a amarela. A
substancia apresenta extingdo de fluorescéncia em 254 nm e apresenta
fluorescéncia deep purple em 366 nm.

O espectro na regido do infravermelho apresenta bandas
caracteristicas de grupamento O-H (estiramento entre 3650-3150 cm’™),
C=0 de éster (estiramento em 1759 cm'l), duas bandas intensas de C-O
(estiramento em 1236 e 1186 cm™), e bandas referentes aos grupos C-H
de carbonos sp3 (estiramento em 2955 e 2932 cm’"), C-H de carbonos
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sp2 (3015 cm'l), e C=C aromatico (estiramento em 1597 cm’ e 1470
cm’') (RUCKER; NEUGEBAUER; WILLEMS, 2001).

O espectro de RMN 'H (Figuras 25 e 26 e dados descritos na
Tabela 6) apresenta sinais caracteristicos de hidrogénios de anel
aromdtico em 6,26 e 6,20 ppm, ambos integrando para 1H, dupletos com
valor de J = 2,9 Hz, indicando acoplamento em posi¢do meta; um
simpleto largo em 4,95 ppm, caracterizando grupamento hidroxila; um
simpleto em 3,73 ppm, integrando para 3H, tipico de grupamento
metoxila; um simpleto em 2,29 ppm, integrando para 3H,
correspondente a hidrogénios metilicos de grupo éster; e um tripleto em
2,38 ppm, integrando para 2H, correspondente a hidrogénios de grupo
metileno diretamente ligado a anel aromdtico, com J = 7,7 Hz,
caracteristico de H vicinais de cadeia alifitica. Em campo mais alto,
verificam-se trés sinais, correspondentes a hidrogénios alifaticos: em
1,50 ppm, um multipleto com integracdo para 2H, em 1,29 ppm, outro
multipleto com integracdo de 4H, e em 0,86 ppm, um tripleto com
integracdo para 3H, com valor de J = 7,0 Hz (ampliagcdo na Figura 23).
Neste caso, o mapa de correlagio HSQC (Tabela 6) indicou que a
presenca de dois carbonos ligados aos hidrogénios em 1,29 ppm,
tratando-se, portanto, de dois grupos metilenos. Dessa forma, estes
sinais em campo mais alto, bem como o tripleto em 2,37 ppm,
correspondem a uma cadeial lateral alifdtica de cinco carbonos ligada ao
anel aromdtico.

O mapa de correlacio COSY 'H-"H auxiliou na atribui¢do dos
sinais na cadeia lateral. Observou-se correlacdo entre o sinal dos
hidrogénios em 1,50 ppm e os hidrogénios em 2,38 e 1,29 ppm, e deste
dltimo com o sinal dos hidrogénio com deslocamento de 0,86 ppm,
conforme apresentado na Figura 23.

Figura 23. Correlagdes verificadas no mapa COSY '"H-"H entre os sinais de
hidrogénios pertencentes a cadeia lateral.

/7 A
2,38 ppm (7,7 Hy) | 1,29 ppm (m) 0,86 ppm (t, 7,0 Hz)

Os dados obtidos indicam tratar-se da substdncia acetato de
miconidina  (2-metoxi-1-acetéxi-6-n-pentilfenol), um derivado de
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hidroquinona, ja reportado para as folhas desta espécie
(FALKENBERG, 1996) e para as folhas e caules de Primula obconica
(HORPER; MANER, 1995). Dessa forma, através da comparagdo dos
dados espectrais obtidos neste trabalho com aqueles da literatura,
conforme demonstrado na Tabela 6, confirmou-se esta estrutura (Figura
24).

O mapa de HSQC indicou os deslocamentos dos carbonos aos
quais os hidrogénios estdo ligados diretamente (Tabela 6), sendo que a
atribuicdo do valor dos carbonos ligados aos hidrogénios em 1,29 ppm
foi realizada de acordo com os dados da literatura.

Figura 24. Estrutura da substancia GE1 (acetato de miconidina).
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Figura 25. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de GEL1.
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Figura 26. Espectro ampliado de RMN 'H (regido 2,45 a 0,8 ppm) de GE1 (400
MHz, CDCl,).
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Tabela 6. Dados espectrais de RMN da substancia GE1 obtidos no presente trabalho e em comparagdo com a literatura para

acetato de miconidina.

GE1 (400/100 MHz, CDCl;) Falkenberg Horper e Maner Falkenberg
COSY (1996) (300 (1995) (300 MHz,  (1996) (75 MHz,
Posiciio dn (mult., J Hz) 5 MHz, CDCl3)" CDCl)’ CDCls)!
(81) ou (mult, JHz) &y (mult., J Hz) dc
1 - - - - 131,2
2 - - - - - 1513
3 6,26 (1H, d, 2,9) 107.8;132,6;154,5 3,73 6,22 (1H,d,3,0) 6,3 (1H, d,2,63) 98,2
4 - - - - - 154,0
5 6,20 (1H, d, 2,9) 30,5;98,3;154,5 - 6,17 (1H,d,3,0) 6,18 (1H, d, 2,63) 107.6
6 - - - - 136,1
r 2,38 (QH, t,7,7) 1,50 2,40 (2H, t) 2,5 (2H, t, 6,6) 30,1
2’ 1,50 (2H, m) 1,29; 2,38 1,5 (2H, m) 29,5
3ed 129 (4H. m) 0.86: 1.50 1,29 (4H, m) 1,7-1,2 (6H, m) 31,6, 22,5
5 0,86 (3H, t, 7,0) 1,29 0,87 (3H, t) 0,9 (3H, , 5.8) 14,0
OCH; 3,72 (3H, 5) 6,26 3,70 (3H, s) 3,68 (3H, s) 55,8
OCOCH; 2,29 (3H, s) - 2,31 (3H, 5) 2,2 (3H, 5) 20,6
- - 170,1

OCOCH; -
OH 4,95 (s)

611
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Conforme mencionado, esta substincia ja foi isolada das folhas
de E. hiemalis (FALKENBERG, 1996), porém, no presente trabalho seu
isolamento se deu também a partir dos botdes florais. Nao ha relatos do
seu isolamento em outras espécies, sendo que Horper e Maner (1995)
obtiveram originalmente este composto por sintese a partir da primina,
mas estimaram que o acetato de miconidina estivesse presente na
concentracdo de 1-5 % do extrato de Primula obconica.

A hidroquinona correspondente, miconidina, foi isolada de
Miconia sp. (Melastomaceae) (MARINI-BETTOLO et al., 1971) e,
posteriormente, acreditando-se que outros compostos, além da primina,
provocariam as reagdes alérgicas causadas por Primula obconica
(DOOMS-GOOSSENS et al.,, 1989; HAUSEN, 1978), estudos
conduziram ao isolamento de miconidina também naquela espécie
(HORPER; MARNER, 1995; KREBS; CHRISTENSEN, 1995).

O tnico estudo de atividade bioldgica reportado para o acetato
de miconidina indicou que, apesar deste constituir forma de reserva para
a primina (e que sua facil hidrélise in vivo seria esperada), foi bem
menos ativo que esta em relag@o as células leucémicas da linhagem KG-
la (EFFERTH et al., 1996).

Em estudos clinicos, a hidroquinona miconidina apresentou
atividade alergénica e, este efeito foi justificado pela sua conversao em
primina, por processos de oxidacdo (PAULSEN; CHRISTENSEN;
ANDERSEN, 2006). Outras atividades bioldgicas também foram
observadas, como anti-alimentar (BERNAYS et al.,, 1984), anti-
Trypanosoma cruzi (GOIIMAN et al.,, 1984) e contra cepas nio
patégenas, como T. mega e Crithidia fasciculada (PAHN; PORTELA;
STOPPANI, 1988). Além disso, foi observada atividade antimicrobiana
e antineopldsica (sarcoma 180 e sarcoma Yoshida) (LIMA et al., 1970
apud GUNATILAKA et al., 2001).

4.7.2 Substancia GE2

GE2 foi obtido como um sdlido cristalino de cor amarela nas
fracdes A1-86-93 (Coluna Al), A2-72-74 (Coluna A2), e C-56-65
(Coluna C), com rendimento total de 143,8 mg, conforme os esquemas
apresentados nas Figuras 10 e 11.

Apresenta-se na CCD em CH,CI/AcOEt (8:2) como uma
mancha em Rf 0,45; apds revelagdo com anisaldeido sulftrico, adquire
coloracdo marrom-esverdeada e apds revelacdo com reagente de Craven,
cor azul, indicando tratar-se de uma quinona com pelo menos um
carbono livre adjacente a carbonila (CRAVEN, 1936). A substancia
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apresenta extingdo de fluorescéncia em 254 nm e fluorescéncia deep
purple em 366 nm.

O espectro na regido do infravermelho apresenta bandas
caracteristicas de grupamento p-benzoquinona (estiramento em 1680 e
1651 cm™), uma banda intensa tipica do estiramento de =C-O-C de éter
insaturado (1240 cm'l), além de estiramentos de C-H de carbono sp3
(2962 e 2920 cm™), carbono sp2 (3072 cm™), e C=C olefinico (1629 e
1601 cm™") (RUCKER; NEUGEBAUER; WILLEMS, 2001).

O espectro de RMN 'H (Figura 28 e 29 e os dados descritos na
Tabela 7) apresenta dois sinais em campo mais baixo: um em 6,48 ppm
(1H, dt, J = 2,3, 1,7 Hz) e um em 5,87 ppm (1H, d, J = 2,3 Hz),
indicando tratarem-se de hidrogénios do anel da quinona, com
acoplamento em posi¢do meta; um simpleto em 3,82 ppm, integrando
para 3H, tipico de grupamento metoxila; os sinais em campo mais alto
sdo bastante semelhantes aos apresentados no espectro de RMN 'H de
GE1 para a cadeia lateral n-pentila, verificando-se um sinal em 2,43
ppm (2H, td, J = 7,6, 1,7 Hz), correspondente a hidrogénios de grupo
metileno diretamente ligado ao um anel, acoplando com um hidrogénio
do anel em 6,48 ppm e com atomos de hidrogénio vicinais em 1,51 ppm
(2H, quint., J = 7,6 Hz); um multipleto em 1,33 ppm, integrando para
4H, um tripleto em 0,89 ppm (J = 6,7 Hz) integrando para 3H.

O comportamento cromatogrifico e os dados espectroscopicos
indicavam uma estrutura de quinona semelhante ao derivado de
hidroqunona GE1 reportado anteriormente. A comparacdo com os dados
de RMN 'H de primina na literatura (2-met6xi-6-n-pentil-1,4-
benzoquinona) (Tabela 7), substincia ja isolada das folhas da espécie F.
hiemalis (FALKENBERG, 1996), confirmou tratar-se da mesma (Figura
27). A substincia GE2 apresentou faixa de fusdo entre 62-63 °C, o que
estd de acordo com a literatura para a primina (FALKENBERG, 1996;
TASDEMIR et al., 2006).

Figura 27. Estrutura da substancia GE2 (primina).
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Figura 28. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de GE2.
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Figura 29. Espectro ampliado de RMN 'H (regido 2,45 a 0,8 ppm) de GE2 (400
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Tabela 7. Dados espectrais de RMN 'H da substincia GE2 obtidos neste trabalho e em comparacio com a literatura para primina.

oy (mult., J Hz)

Posicao GE2 Falkenberg (1996) Krebs e Christensen Paulsen et al. (2006) Tasdesmir et al. (2006)
(400 MHz, CDCl;) (300 MHz, CDCl;) (1995) (250 MHz, CDCl;) (300 MHz, CDCl;) (300 MHz, CDCl;)
1 _ _ _ _ _
2 _ - - _ -
3 5,87 (1H, d, 2,3) 5,86 (1H, d, 2,5) 5,87 (1H, d, 2,3) 5,88 (1H, d, 2,4) 5,87 (1H, d, 2,3)
4 - - - - -
5 6,48 (1H, dt, 2,34, 1,7) 6,47 (1H, dt, 2,5, 1,5) 6,48 (1H, dt, 2,3, 1,4) 6,49 (1H, dt, 2,4, 1,5) 6,48 (1H, dt, 2,3, 1,3)
6 - - - - -
I 243 (2H,td,7,6,1,7) 2,42 (2H,td, 7,5, 1,5) 2,42 (2H, dt, 7,5, 1,4) 2,43 (2H, dt, 7,5, 1,5) 2,42 (2H, dt, 7,5, 1,3)
2’ 1,51 (2H, quint., 7,6) 1,5 (2H, quint.) 1,50 (2H, m) 1,51 (2H, m) 1,50 (2H, quint., 7,5)
3ed 1,33 (4H, m) 1,32 (4H, m) 1,15-1,45 (4H, m) 1,28-1,38 (4H, m) 1,30-1,34 (4H, m)
5 0,89 (3H, t, 6,7) 0,87 3H, t) 0,89 (3H, t, 6,3) 0,90 (3H, t, 6,3) 0,87 (3H, t, 6,3)
OCH; 3,82 (3H, s) 3,80 (3H, s) 3,81 (3H, s) 3,82 (3H, s) 3,81 (3H, s)

€Cl
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A primina foi isolada de Primula obconica (Primulaceae)
(BLOCH; KARRER, 1927 apud HAUSEN, 1978; NESTLER, 1904
apud HAUSEN, 1978; SCHILDKNECHT; BAYER; SCHMIDT, 1967
apud HAUSEN, 1978), sendo considerada a responsdvel pelo efeito
alergizante (dermatite) obervado em quem manipulava esta planta
(ROZAS-MUNOZ et al., 2012). Primina foi encontrada posteriormente
em outras espécies do género, como P. elatior (HAUSEN, 1978), bem
como em Miconia sp. (Melastomaceae) (BETTOLO et al, 1971), M.
eriodonta (LIMA et al, 1970 apud GUNATILAKA et al., 2001) e M.
lepidota (GUNATILAKA et al., 2001).

No entanto, primina ndo foi encontrada somente no reino
vegetal, mas também foi isolada dos espinhos de uma espécie de ourigo-
do-mar (Paracentrotus lividus Lam.) comumente encontrado nos fundos
rochosos do mar Mediterrineo (HAUSEN; FAASCH; KONIG, 1987).
Mais recentemente, primina foi isolada do fungo endofitico
Botryosphaeria mamane PSU-M76, isolado das folhas de Garcinia
mangostana (PONGCHAROEN et al., 2007).

A avaliagdo de atividades antimicrobiana e antineopldsica,
inclusive testes clinicos realizados com a primina (LIMA et al., 1970
apud GUNATILAKA et al., 2001; MARINI-BETTOLO et al., 1971),
permitiram a sua comercializagdo e utilizacdo para o tratamento de
cancer de pele humana. Posteriormente, a primina foi retirada do
mercado devido a baixa procura e ao efeito alergénico bem pronunciado
(BRONDANTI et al., 2003).

Ap6s este ocorrido, primina continuou sendo estudada, e alguns
trabalhos foram realizados a partir de modificagcdes estruturais neste
composto. Neste caso, primina e derivados com modifi¢des na cadeia
lateral apresentaram atividade frente a cepas leveduriformes, bem como
citotoxicidade contra linhagens celulares tumorais M109 (linhagem
celular de tumor de Madison 109 de células de pulmido) e A2780
(linhagem celular de carcinoma de ovédrio humano) (GUNATILAKA et
al., 2001). Brondani e colaboradores (2005) demonstraram a atividade
citotoxica da primina e andlogos sintéticos 3 e 6 alquil-substituidos
frente a células de cancer nasofaringeo (células da linha continua KB) e
toxicidade aguda em camundongos, sendo os derivados menos t6xicos
que a primina. Além disso, a dose téxica apresentada no modelo de
toxicidade aguda ¢é relativamente distante da dose que inibe 50% das
células da linha continua KB, o que levou a um terceiro estudo pré-
clinico mais aprofundado.

Neste estudo, realizado também por Brondani e colaboradores
(2007), os intermedidrios da formagdao das séries 3-, 5- e 6-alquil
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substituidas, assim como a primina, foram avaliados in vivo frente a
células de sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich, além de toxicidade em
ratos. Os compostos intermedidrios bem como a primina apresentaram
forte atividade antitumoral, sendo que os derivados apresentaram baixa
toxicidade. Ainda, com relacdo a atividade citotdxica, primina
demonstrou atividade contra células leucémicas KG-la (EFFERTH et
al., 1996) e frente a linhagem celular de fibroblastos de ratos Balb/c 3T3
(LANDA et al., 2012).

Estudo realizado por Tasdemir e colaboradores (2006) mostrou
potente atividade antiprotozodria da primina frente a Trypanosoma b.
rhodesiense e Leishmania donovani, ¢ moderada frente a 7. cruzi e
Plasmodium falciparum, bem como Mycobacterium tuberculosis. Os
resultados levaram a andlise in vivo, porém ndo apresentando boa
efetividade. Foi verificada atividade antiparasitdria da primina também
frente a Crithidia fasciculata, e T. mega (PAHN; PORTELA;
STOPPANI, 1988), além da atividade molusquicida
(SCHILDKNECHT; LUBOSCH, 1987 apud TASDEMIR, 2006) e
antialimentar (BERNAYS et al., 1984).

Primina também foi testada em modelos de inflamacdo, sendo
que Landa e colaboradores (2012) verificaram forte atividade inibit6ria
seletiva contra COX-2 em relacdo a COX-1. Em outro trabalho do
mesmo grupo, verificou-se também inibicdo de 5-LOX, sendo este
resultado superior ao composto de referéncia zileutona (LANDA et al.,
2011). Andlises in silico por docking demonstraram que a estrutura
molecular da primina foi essencial para a atividade de inibicdo de 5-
LOX (LANDA et al., 2013).

4.7.3 Substancia GE6

GE®6 foi obtido como um sélido de cor laranja das fracdes B3-
24-35, com rendimento total de 3,4 mg (Figura 20). Apresenta-se na
CCD em CH,Cl; 100% como uma mancha em Rf 0,6; apds revelagio
com anisaldeido sulftrico, adquire cor-bege claro e ap6s revelagdo com
reagente de Craven, coloragdo azul-esverdeada, indicando tratar-se de
uma quinona com um carbono livre adjacente a carbonila (CRAVEN,
1936). A substincia apresenta extin¢do de fluorescéncia em 254 nm e
fluorescéncia deep purple em 366 nm.

O espectro de RMN 'H (Figura 31 e 32 e dados descritos na
Tabela 8) apresenta um sinal em campo mais baixo 5,70 ppm (1H, s),
indicando tratar-se de um hidrogénio do anel da quinona; um simpleto
em 3,83 ppm, integrando para 3H, tipico de grupamento metoxila. Os
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sinais em campo mais alto sdo bastante semelhantes aqueles do espectro
de RMN 'H de GE2 e GEl, sugerindo a presenca de cadeia lateral n-
pentila também para este composto. Verifica-se um sinal em 2,33 ppm
(2H, t, J = 7,6 Hz), correspondente a hidrogénios de grupo metileno
diretamente ligado ao anel quinénico, acoplando com os hidrogénios
vicinais em 1,39 ppm (2H, m); um multipleto em 1,27 ppm, integrando
para 4H, um tripleto em 0,86 ppm (J = 6,9 Hz) integrando para 3H.
Além disso, o espectro apresenta um simpleto em 2,31 ppm, integrando
para 3H, sugerindo tratar-se de hidrogénios metilicos de um grupo
acetila.

Estes dados indicam uma estrutura de quinona semelhante a
GE2 reportado anteriormente, porém com apenas uma posicdo livre no
anel quindnico. A outra posicdo seria substituida por um grupamento
éster. O conjunto de dados de RMN 'H foram comparados com os dados
de uma quinona obtida a partir de sintese do dlcool 3,5-
dimetoxibenzilico (BARBOSA et al., 2001), conforme apresentando na
Tabela 8. Os valores se mostraram muito semelhantes, indicando tratar-
se da substicia apresentada na Figura 30 (5-acet6xi-2-metdxi-6-pentil-
1,4-benzoquinona ou S-acetéxi-primina). Destaca-se que o valor de 1,69
ppm atribuido aos H do grupo metila do éster por Barbosa e
colaboradores (2001) ndo corresponde a um deslocamento tipico deste
grupamento  (tipicamente préximo a 2,40 ppm) (RUCKER;
NEUGEBAUER; WILLEMS, 2001). Em contato com um dos autores
do artigo, o mesmo afirmou tratar-se de erro de digitacdo no trabalho
publicado (Luiz Cldudio de Almeida Barbosa, Departamento de
Quimica, Universidade Federal de Vicosa - informacdo pessoal).

Espectros adicionais estdo sendo obtidos para confirmagdo da
estrutura proposta. Destaca-se que este € o primeiro relato do isolamento
desta substancia como produto natural.

Figura 30. Estrutura proposta para a substancia GE6 (5-acetéxi-primina).




127

Figura 31. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de GES6.
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Tabela 8. Dados espectrais de RMN 'H da substincia GE6 obtidos neste
trabalho e em comparacdo com a literatura para 5-acetdxi-primina.

Oy (mult., J Hz)

Posicao GE6 Barbosa et al. (2001)
(400 MHz, CDCl;) (200 MHz, CDCl;)
1 B B
2 - -
3 5,70 (1H, s) 5,72 (1H, s)
4 - -
5 - -
6 - -
1’ 2,33 (2H, t, 7,6) 2,34 (2H, dd, 7,5)
2 1,39 (2H, m)
3 e 127 (4H. m) 1,25-1,52 (6H, m)
5 0,86 (3H, t, 6,9) 0,87 (3H, t, 6,6)
OCH; 3,83 (3H, s) 3,85 (3H, s)
OCOCH; 2,31 (3H, s) 1,69 (3H, s)*

* Valor publicado erroneamente segundo o autor (Luiz Cldudio de Almeida
Barbosa, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vicosa -
informagdo pessoal). Valor correto: préximo a 2,40 ppm) (RUCKER;
NEUGEBAUER; WILLEMS, 2001).

4.7.3 Substancia GES

GES foi obtido como um sélido de cor laranja da fragdo B3-42-
45 (Coluna B3), com rendimento de 4,1 mg (Figura 20). Apresenta-se na
CCD em CHCls/Acetona (98:2) como uma mancha em Rf 0,45; apds
revelacdo com anisaldeido sulftrico, adquire cor bege-claro e apds
revelagdo com reagente de Craven, cor azul, sugerindo tratar-se de outra
quinona com pelo menos um carbono livre adjacente a carbonila
(CRAVEN, 1936). Esta substancia apresenta extin¢gdo de fluorescéncia
em 254 nm e fluorescéncia deep purple em 366 nm.

O espectro de RMN 'H (Figura 34 e 35 e dados descritos na
Tabela 9) apresenta trés sinais em campo mais baixo: um em 6,44 ppm
(1H, d, J = 2,6), outro em 6,23 ppm (1H, d, J = 2,6 Hz), e um terceiro
em 5,70 ppm (1H, s). Adicionalmente, sinais em 3,78 ppm (3H, s) e 3,69
ppm (3H, s) indicam a presenca de duas metoxilas. A presencga do grupo
éster pode ser verificada pelo sinal em 2,30 ppm (3H, s). Estes sinais sdo
bastante semelhantes aos encontrados para as substincias GE1 e GE2,
sugerindo tratar-se de um composto formado pela ligacdo de ambas. Os
sinais de ambas as cadeias laterais se sobrepdem no espectro, sendo o
sinal em 2,39 ppm (4H, m) correspondente aos hidrogénios em posi¢do



129

o ao anel, o sinal em 1,48 ppm (4H, m) correspondente aos hidrogénios
em posi¢do B, o sinal em 1,25 ppm (8H, m) correspondente aos
hidrogénios em posi¢do y e 9, e o sinal em 0,83 ppm (6H, t, J = 6,75 Hz)
correspondente aos hidrogénios metilicos.

Os dados de RMN 'H e HSQC foram comparados com aqueles
da substancia EH3b (FALKENBERG, 1996), um “dimero” formado a
partir de primina e acetato de miconidina, conforme Tabela 9, indicando
tratar-se da estrutura proposta (5-metdxi-2-(3"-metoxi-4"-acetoxi-5-
pentil)-fendxi-3-pentil-1,4-benzoquinona) (Figura 33). Esta substancia
ja havia sido isolada das folhas da espécie E. hiemalis (FALKENBERG,
1996), sendo proposto o nome hiemaloquinona. Nao h4 relatos do seu
isolamento em outras espécies.

Espectros adicionais estdo sendo obtidos para confirmagdo da
estrutura proposta.

Figura 33. Estrutura proposta para a substancia GE8 (hiemaloquinona).
O
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de GES.
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Tabela 9. Dados espectrais de RMN 'H da substancia GES obtidos neste trabalho e em comparag¢io com a literatura para a

hiemaloquinona.
GES Falkenberg (1996)
(400/100 MHz, CDCl5) (400/100 MHz, CDCl5)
Posicao oy (mult., J Hz) d¢c (HSQO) Oy (mult., J Hz) Oc
1 - - - 178,3
2 - - - 153,4
3 - - - 133,1
4 - - - 180,1
5 - - - 165,5
6 5,72 (1H, s) 101,5 5,75 (1H, s) 101,5
1’ - - - 154,7
2’ 6,23 (1H, d, 2,6) 106,8 6,2 (1H, d, 3) 106,7
3 - - - 152
g - - - 133,7
5 - - - 136,7
6’ 6,44 (1H, d, 2,6) 98,3 6,4 (1H, d, 3) 98,3
oea 2,39 (4H, m) 23,7 (a); 30,2 (o) 2,41 (4H, m) 23,7 (a); 30,3 (o)
Bep’ 1,48 (4H, m) 28,1 (B); 29,5 (B*) 1,5 (4H, m) 28,2 (B); 29,6 (B)
v,y €9, 1,25 (8H, m) 31,4 (v); 31,7 (v)); 22,4 (8:6°) 1,2 (8H, m) 314 (y); 31,8 (v°); 22,4 (8, &)
ceg 0,83 (6H, t, 6,75) 139 (¢; €") 0,8 (6H, t) 14,0 (¢; €7)
2-OCH; 3,69 (3H, s) 56,8 3,7(3H, s) 56,8
2’-OCH; 3,78 (3H, s) 56,1 3,8 (3H, s) 56,1
OCOCH;4 2,30 (3H, s) 20,5 2,3 (3H, s) 20,5
- - - 168,8

1€l
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4.7.4 Substancia GE9

GE9 foi isolado como um 6leo amarelo-claro da fracdo C-50-
51, com rendimento de 3,7 mg. Apresenta-se em CCD em Hx/AcOEt
(9:1) como uma mancha em Rf 0,3; apés revelagdo com anisaldeido
sulfurico adquire cor vermelha intensa. A substancia apresenta extin¢ao
de fluorescéncia em 254 nm e fluorescéncia deep purple em 366 nm.

O espectro de RMN 'H (Tabela 10) apresentou sinais
semelhantes aos de GE1, mas com um H aromatico adicional e auséncia
de metila correspondente ao grupo acetéxi. Os dados foram comparados
com a literatura (Tabela 10), sugerindo tratar-se de metil-olivetol (1-
metdxi-5-n-pentil-fenol) (Figura 36), substincia ja isolada das folhas de
E. hiemalis (FALKENBERG, 1996), bem como de Ardisia virens
(Myrsinaceae) (CHANG et al., 2009), A. cornudentata (CHANG et al.,
2011), Embelia ribes (Myrsinaceae) (LIN et al, 2006), do fungo
endofitico Annulohypoxylon sp. (CHENG et al., 2013) e dos liquens da
espécie Cladina macaronesica (GONZALEZ; BARRERA; PEREZ,
1991).

Foi encontrado como produto da metabolizacdo de olivetol pelo
fungo Fusarium roseum (MCCLANAHAN et al., 1985), como artefato
nos liquens da espécie Hypotrachyma partita (CULBERSON;
CULBERSON; JOHNSON, 1977) e produto de sintese quimica
(AYER; BROWNE; LOVELL, 1983).

Metil-olivetol apresetou atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. epidermis, e antifingica
contra Candida albicans (AYER; BROWNE; LOVELL, 1983) e fraca
atividade contra Mycobacterium tuberculosis (CHANG et al., 2011).
Nao apresentou citotoxicidade sobre algumas linhagens de células
tumorais e foi inativo sobre a inibicdo da trombina e proteina tirosina
fosfatase 1B (LIN et al., 2006).

Figura 36. Estrutura proposta para a substincia GE9 (metil-olivetol).
6 I 3 5




Tabela 10. Dados espectrais de RMN 'H da substancia GE9 obtidos neste trabalho e em comparagdo com a literatura para metil-
olivetol.

Oy (mult., J Hz)

Posicao GE9 Gonzalez; Barrera; Horper; Marner McClanahan;
(300 MHz, CDCl;) Pérez (1991) (1995) Robertson (1985)
(200 MHz, CDCl,) (80 MHz, CDCl,) (80 MHz, CDCl,)
1 _ _ _ _
24,6 6,34 (1H, dd, 1,7; 2,35) 6,34 (1H, d, 1,2) 6,18-6,38 (3H, m) 6,25-6,32 (3H, m)

6,27 (1H, dd, 1,7; 2,35)
6,24 (1H, t, 2,35)

6,29 (1H, d, 1,3)
6,26 (1H, d, 1,3)

3 - - -
5 - - - -
r 2,52 (2H,t,7,6) 2,51 (2H,t,7,5) 2,5(2H,t, 6,6) 2,51 (2H,t,7)
2 1,60 (2H, m) 1,58 (2H, m)
3 ed 1.32 (4H, m) 132 (4H. m) 1,8-1,1 (6H, m) 1,25-1,65 (6H, m)
5 0,86 (3H, t, 6,3) 0,89 (3H, t, 6,3) 0,9 3H, t, 5,8) 0,88 (3H, t, 6)
OCH,; 3,78 (3H, s) 3,76 (3H, s) 3,75 (3H, s) 3,75 (3H, s)

€el
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4.5.4 Substancia GE14

GE14 foi obtido como um pé de cor amarela das fragcdes D5-10-
13, D6-9-10, D10-13-16, D11-27-41, D12-25-27, D13-16-22, D15-69-
73 e D16-121-137, com rendimento total de 57,0 mg (Figuras 16 e 17).

Apresenta-se na CCD em CH,Cl,/MeOH (8:2) como uma
mancha amarela-clara em Rf 0,65; apés revelagdo com anisaldeido
sulfurico, adquire cor amarela mais intensa. A substincia apresenta
extincdo de fluorescéncia em 254 nm e fluorescéncia deep purple em
366 nm. A revelacio com vapor de amonia provoca também
intensificacio da cor amarela no visivel e alterag@o de fluorescéncia para
amarelo-esverdeado em 366 nm. O conjunto dos dados sugeriu que a
substincia trata-se de um flavonoide, sendo provavelmente do tipo
flavona ou flavonol. Para confirmacgao, foram realizados os testes com
os reagentes de deslocamento, conforme descrito na metodologia.

O espectro na regido do ultravioleta de flavonas e flavon6is em
solucdo metandlica apresenta dois picos mais intensos de absorcdo,
comumente denominados de banda I (entre 300-380 nm, associada a
absorcdo do sistema cinamoila do anel B) e banda II (entre 240-280 nm,
associada a absor¢fo do sistema benzoila do anel A). De maneira geral,
quanto maior a oxigenacdo do anel, maior a intensidade da banda
correspondente a0 mesmo (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).
Da mesma forma, o Ay correspondente a banda I pode ser utilizado
para distinguir flavonas (A, entre 304-350 nm) de flavonéis com 3-OH
livre (Apnsx entre 352-385 nm). Flavondis 3-OH substituidos apresentam
Amix parcialmente sobreposto ao observado para flavonas (Ays entre
328-357).

O espectro UV/Vis em MeOH de GE14, bem como os demais
espectros obtidos com os reagentes de deslocamento estdo apresentados
na Figura 39 e os dados espectrais descritos na Tabela 11. A substincia
GE14 apresentou Az, em 351 nm (banda I) e 256 e 265sh nm (banda II)
(MeOH). O valor correspondente a banda I sugere que se trata de um
flavonol 3-OH substituido. O desvio batocromico de 59 nm observado
na banda I ap6s a adicdo de NaOMe, indica a presenca de oxigenacdo da
posicdo C-4’.

O desvio hipsocrémico de 23 nm da banda Ia do espectro de
AICl; + HCI em relagdo a banda I do espectro com AICl; indica a
presenca de grupo orto-dihidroxila, o qual foi decomposto pela adi¢do
do 4acido. Apds a adi¢do de HCIl foi observado ainda um desvio
batocrdmico de 47 nm da banda Ia em relacdo a banda I do espectro
original em MeOH, sugerindo substituicdo na posi¢do C-3.
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Com a adicdo de NaOAc, foi observado um desvio batocromico
de 9 nm na banda II, sugerindo a presenca de hidroxila livre na posi¢io
C-7. Ap6s a adicdo de H3;BOj; verificou-se um desvio batocrémico de 20
nm na banda I em relagdo a mesma banda no espectro original em
MeOH, reforcando a evidéncia de grupo orto-dihidroxila,
principalmente no anel B.

O conjunto de dados sugere tratar-se de um flavonol substituido
na posi¢do C-3, com hidroxila livie em C-7, bem como grupo orto-
dihidroxila na posi¢cdo C-4’, conforme estrutura parcial apresentada na
Figura 37.

Figura 37. Estruturas parciais da substincia GE14 propostas com base nos
dados obtidos nos testes com os reagentes de deslocamento para flavonas e
flavondis.

OH

OH

Os dados obtidos foram comparados com a literatura (MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970), observando-se que os valores de GE14
sdo praticamente idénticos aos de quercitrina (Figura 38) (Tabela 10).
Em CCD comparativa (sistema composto por CH,Cl,:MeOH 8:2) com
um padrdo desta substancia, verificou-se sobreposicdo das manchas.
Dessa forma, os dados obtidos indicam que GE14 corresponde a
quercitrina. Dados espectrais de RMN estdo sendo obtidos para
confirmac@o da proposta.
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Figura 38. Estrutura proposta para a substincia GE14 (quercitrina).
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Figura 39. Espectros de UV-Vis da substancia GE14 no teste com os reativos de

deslocamento.
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Tabela 11. Comparacgdo dos A, nos espectros de UV/Vis com reagentes de
deslocamento: GE14 e quercitrina (QR)I.

Soluci Amix. (NM)
ll::‘;il’z: Banda I1 Banda Ila Banda I Banda Ia
GE14 QR GE14 QR GE14 QR GE14 QR
256; 256;
Metanol 265 sh 265 sh 351 350
NaOMe 274 270 410 393
AlCl; 275 276 302 sh 304 sh 421 430
AIl-I%iJr 271 272 302 sh 303 sh 355 353 398 401
NaOAc 265 272 374 322e372
NaOAc+H;BO; 261 260 371 367

! Mabry; Markham; Thomas (1970).

Entre os flavonoides, quercetina, uma aglicona da classe do tipo
flavonol, é o mais comum, estando presente geralmente em forma
glicosilada, como rutina ou quercitrina (COMALADA et al., 2005). Esta
dltima corresponde a 3-O-ramnosil-quercetina, e ji foi identificada e
isolada de espécies do género FEugenia, inclusive de E. hiemalis
(BOKESCH et al., 2008). Foi identificada e quantificada em extratos de
E. aggregata, E. brasiliensis, E. luschnathiana, E. reinwardtiana
(REYNERTSON et al., 2008) e isolada de E. uniflora (OLIVEIRA et
al., 2014; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987) e E. malaccensis
(NOREEN et al., 1998). Adicionalmente, foi isolada de varios outros
géneros e familias botinicas.

Com relagfo as atividades biolégicas de quercitrina, destaca-se
a atividade antioxidante, ja descrita anteriormente, em que esta
substincia apresenta bons resultados, bem como atividade
antiprotozodria (MUZITANO et al., 2006), antiviral (CHEN et al.,
2011), porém com fraca atividade antibacteriana (GEHRKE et al.,
2013). Foi verificada também atividade anticolinesterasica
(HERNANDEZ et al., 2010), inibi¢cdo da enzima aldose redutase (MOK;
LEE, 2013), atividade fotoprotetora (YIN et al., 2013), anti-inflamatéria
(XIA et al., 2012), diurética (FUKUDA et al., 1996), entre outras.

4.6 ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS
4.6.1 Analise da composicao quimica e sazonalidade

O género Eugenia possui muitas espécies ricas em Oleos
essenciais, sendo algumas muito apreciadas e utilizadas na medicina

popular bem como na industria, como E. caryophyllata (cravo-da-india)
(CHAIEB et al., 2007a) e E. uniflora (pitanga) (GUZMAN et al., 2014).
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De maneira geral, os 6leos essenciais deste género sdo caracterizados
pela diversidade quimica, incluindo mais de 300 compostos ja
identificados (STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

No entanto, apesar de muitas espécies possuirem seus dleos
essenciais caracterizados, é importante descatar que grande parte destes
estudos ndo consideram as variacdes sazonais ou intraespecificas
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Ressalta-se a
importancia deste conhecimento, uma vez que possiveis variacdes na
composicdo quimica dos Oleos essenciais levam a alteragdes nas suas
propriedades biolégicas (CERQUEIRA et al., 2009).

No presente trabalho analisou-se a variagdo da composi¢do
quimica dos 6leos essenciais das folhas e E. hiemalis coletadas ao longo
das quatro estacdes do ano no municipio de Blumenau (Tabela 12).
Como os pardmetros meteoroldgicos, entre eles, temperatura
atmosférica e precipitacdo, podem influenciar no teor dos 6leos e na
composi¢cdo quimica dos mesmos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007),
estes dados também foram obtidos junto a Empresa de Pesquisa
Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI) (Tabela
13).

Todos os dleos foram obtidos através da técnica de extracdo por
arraste de vapor, em aparelho de Clevenger, e os constituintes analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
e cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (CG-DIC).
Os rendimentos (v/p) foram calculados levando-se em conta o volume
do 6leo obtido em relagdo ao peso total das folhas frescas utilizadas no
procedimento.



Tabela 12. Compostos identificados (%) nos 6leos essenciais de E. hiemalis coletados nas quatro estacdes do ano.

Concentracao relativa (%)

Compostos Tr Inverno Primavera Verio Outono LS E? Cv
1 1-octen-3-o0l 9,05 5,19 £0,33 4,92 +£0,05 5,56 +0,19 tr 974 979 67
2 a-cubebeno 26,21 0,40 £ 0,04 0,58 +£0,01 0,75 £0,01 0,24 +0,03 1345 1348 45
3 a-ylangeno 27,16 0,24 +0,02 0,33 +£0,02 0,35 £ 0,01 0,24 £ 0,11 1373 1370 20
4 a-copaeno 27,36 3,53 +£0,08 5,28 +£0,02 5,64 +0,04 2,22 +£0,03 1374 1374 38
5 -bourboneno 27,74 0,58 +£0,03 0,78 £0,04 0,48 £ 0,01 0,26 +0,04 1387 1383 41
6 a-gurjuneno 28,82 0,32 +0,02 0,63 +£0,02 0,90 £ 0,01 0,30 £ 0,01 1409 1408 53
7 [-cariofileno 29,24 6,19 £0,01 9,43 +0,03 9,18 £0,02 4,80 +0,09 1417 1418 31
8 -copaeno 29,63 1,57 £0,04 1,86 £ 0,05 2,21 +£0,01 1,42 +£0,01 1430 1427 20
9 Aromadendreno 30,04 3,43 +£0,15 4,10 £0,05 4,69 +0,02 291 +0,16 1439 1437 21
10 a-guaieno 30,23 0,30 +£0,01 0,35 £0,05 0,34 £ 0,01 0,28 0,07 1437 1442 10
11 o-humuleno 30,65 1,59 £0,03 2,10 £ 0,01 2,23 +0,02 1,70 £ 0,06 1452 1451 16
12 Allo-aromadendreno 30,96 0,41 £0,09 0,50 £0,03 1,15+ 0,01 0,44 + 0,02 1458 1459 56
13 Trans-cadina-1(6),4-dieno 31,50 0,28 +0,02 0,39 £0,03 0,48 +£0,01 0,44 + 0,00 1475 1472 22
14 y-muuroleno 31,67 4,39 +£0,07 4,80 +£0,04 4,78 £0,07 5,27 £0,04 1478 1475 7
15  Germacreno D 31,79 1,15 +0,02 4,61 £0,03 4,02 £0,07 1,87 £0,03 1484 1479 57
16  B-selineno 32,01 0,24 +0,01 0,25 +0,01 0,21 £0,01 0,25 +0,02 1489 1484 8
17  Trans-muurola-4(14),5-dieno 32,23 0,27 £0,00 0,31 £0,00 0,33 +£0,01 0,32 £0,01 1493 1489 9
18  Biciclogermacreno 32,42 5,70 £0,08 12,75 +0,09 14,24 +0,04 9,37 +0,02 1500 1494 36
19  o-muuroleno 32,60 1,30 £0,11 1,44 +0,06 1,64 £0,02 1,72 £ 0,05 1500 1499 13
20  Trans-B-guaieno 32,88 0,26 +0,01 0,37 £0,03 0,50 £ 0,01 0,37 +£0,02 1502 1503 26
21  y-cadineno 33,14 2,69 +0,04 3,52 +£0,03 3,20 £ 0,02 3,86 £0,12 1513 1511 15
22 d-cadineno 33,54 10,74 +£0,07 7,50+0,04 13,06+0,07 1593+0,12 1522 1521 30
23 Trans-cadina-1,4-dieno 33,87 0,38 +0,00 0,39 £0,03 0,62 +0,02 0,65 +0,04 1533 1530 28
24 o-cadineno 34,07 0,41 £0,01 0,42 +0,01 0,46 + 0,00 0,56 +£0,03 1537 1535 15
25  a-calacoreno 34,29 0,82 +0,03 0,74 £0,03 0,53 £0,01 0,91 £0,06 1544 1541 22
26  Germacreno B 34,91 0,33 £0,05 0,50 £0,03 0,42 +£0,01 0,75 £ 0,02 1559 1557 36

6¢l



Tabela 11. (Cont.) Compostos identificados (%) nos dleos essenciais de E. hiemalis coletados nas quatro esta¢des do ano.

a Concentracao relativa (%) IR" e

Compostos Tr Inverno Primavera Verio Outono Le E? Cv
27  Maaliol 3524 0,86 £0,04 0,76 £0,03 0,67 £0,01 0,96 + 0,02 1566 1565 15
28  Espatulenol 35,67 16,06 £0,31 9,43 +£0,02 5,36 £0,03 12,47+0,14 1577 1577 42
29  Globulol 35,90 3,87 £ 0,60 3,62 +£0,04 3,27 +£0,05 5,26 0,10 1590 1583 22
30  Viridiflorol 36,20 1,41 £0,04 1,20 £ 0,02 1,03 £0,02 1,51 £0,05 1592 1590 17
31 Cubeban-11-ol 36,28 0,27 £0,03 0,23 +£0,01 0,23 +£0,00 0,38 +0,04 1595 1593 26
32 Rosifoliol 36,60 1,48 £0,02 1,10 £0,03 0,97 £0,01 1,58 £0,10 1600 1600 23
33 Epéxido de humuleno II 36,90 0,57 £0,02 0,26 +0,01 - - 1608 1607 68
34 1,10-di-epi-cubenol 37,09  0,55+0,24 0,24 £ 0,01 0,14 £ 0,0 0,38 +£0,02 1618 1614 54
35  Junenol 37,20 tr 0,05 £ 0,01 0,04 £ 0,00 0,02 +0,00 1618 1618 81
36  1-epi-cubenol 37,59 3,02 £ 0,07 2,13 £0,02 1,20 £ 0,01 2,37 +£0,03 1627 1627 35
37  Epi-a-muurolol 38,11 3,61 £0,11 2,87 +£0,02 2,33 +0,03 4,13 £0,08 1640 1641 25
38  o-muurolol (Torreiol) 38,28 1,34 £0,02 0,88 +0,04 0,74 £ 0,02 1,35 +£0,11 1644 1645 29
39  a-cadinol 38,58 3,98 +0,73 2,55 +0,08 2,17 £0,02 3,99 + 0,05 1652 1654 30
40 Cadaleno 39,33 0,44 +0,02 0,38 +£0,02 tr - 1675 1673 87
41  Khusinol 39,74 1,03 £ 0,06 0,64 £0,03 0,35 £0,05 - 1679 1684 51
42  n-heptadecano 40,41 0,68 £0,10 - - - 1700 1696 -
Total de monoterpenos 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Hidrocarbonetos 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Oxigenados 0,00 0,00 0,00 0,00 0
Total de sesquiterpenos 86,01 90,27 90,91 91,48 3
Hidrocarbonetos 47,96 64,31 72,41 57,08 17
Oxigenados 38,05 25,96 18,5 34,40 30
Qutros 5,87 4,92 5,56 0,00 67
Total identificado 91,88 95,19 96,47 91,48 3

“Tr = tempo de retencdo (min); * IR = indices de retencdo; ° L = dados literatura (ADAMS, 2007); © E = dados experimentais; © CV = coeficiente de variagdo (em
%); tr = tragos (ndo quantificado).

orl
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Tabela 13. Condigdes climdticas em Blumenau registradas nos periodos das

coletas.
Inverno Primavera Verao Outono
Precipitacio (mm) 521 345 679 485
Numero de dias de chuva 33 46 47 38
Temperatura absoluta maxima (°C) 36,0 40,9 40,9 32,8
Temperatura absoluta minima (°C) 1,4 11,9 16,9 7,8
Temperatura média (°C) 19 26 29 22
Umidade relativa do ar média (%) 77 72 71 80

Fonte: CIRAN/EPAGRI

O maior rendimento de Oleo essencial foi obtido no verdo
(0,1209 % v/p), seguido do outono (0,0983 % v/p), inverno (0,0695 %
v/p) e primavera (0,0491 % v/p). Dessa forma, o maior contetiido de dleo
foi observado no periodo com temperaturas mais elevadas e maior
precipitacdo. A espécie difere de outras mirtdceas em relagdo ao periodo
em que ocorre a floragdo (marco até maio) (SOBRAL, 2003). O menor
contetido foi observado no inverno e primavera, estacdes em que
tipicamente ocorre a frutificacdo nesta espécie (julho a dezembro)
(SOBRAL, 2003).

As condi¢des climdticas podem afetar a biossintese de um
constituinte por uma espécie vegetal ou mesmo o rendimento de um
6leo essencial, através do favorecimento da atividade enzimatica. Neste
contexto, a temperatura € um fator importante para a atividade
enzimdtica, sendo que algumas enzimas aumentam sua atividade em
periodos com temperaturas mais elevadas, como no verdo (BARROS et
al., 2009), onde foi observado maior conteuido de 6leo essencial neste
trabalho.

Foram identificados 42 componentes nos 6leos essenciais, com
predominincia de compostos terpénicos nas quatro estagdes,
destacando-se o grupo dos sesquiterpenos ciclicos e auséncia de
monoterpenos. Nota-se também que hd uma varia¢do entre 0s compostos
funcionalizados e nao funcionalizados, com um aumento destes tltimos
nas estagdes mais quentes. Este fato diverge daquele obervado no
comportamento da maioria dos 6leos essenciais. Em alguns trabalhos
com espécies do gé€nero FEugenia verificou-se um aumento dos
compostos funcionalizados nas estacdes mais quentes, € uma maior
predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos nao funcionalizados
em estacdes mais frias (SIEBERT et al., 2012; LIMA et al., 2008).

Ainda, com relag@o a varigcdo no teor relativo dos constituientes,
os coeficientes de variacdo calculados foram de 6 a 57 %, sendo que a
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maior parte dos compostos apresentou valor abaixo de 50 %. Os
componentes majoritarios foram espatulenol (5,36 - 16,06 %), -
cadineno (7,50 - 15,93 %), biciclogermacreno (5,70 - 14,24 %), e [3-
cariofileno (4,80 - 9,43 %). Espatulenol e delta-cadineno foram os
compostos majoritdrios no inverno e outono, e delta-cadieno apresentou
altos teores também no verdo, jutamente com biciclogermacreno e [-
cariofileno. Estes dois dltimos foram majoritatios também na primavera.
As estruturas destes compostos, bem como de outros presentes em
maiores teores, estdo respresentadas na Figura 40.

Observa-se que os esqueletos cadinano, copaano,
aromadendrano e cariofilano s3o predominantes nas amostras
analisadas. Dessa forma, supde-se que a principal rota de biogénese
ocorre a partir do cdtion germacrenila, o qual origina também varios
outros compostos minoritdrios presentes (DAVIS; CROTEAU, 2000;
KESZEI et al., 2010).

Comparando-se os dados de composi¢do quimica do dleo
essencial obtido neste trabalho com estudo anterior realizado por Apel e
colaboradores (2004) sobre o 6leo essencial das folhas de E. hiemalis
coletada no Rio Grande do Sul (apenas uma amostra, época de coleta
ndo informada), podem-se observar algumas diferencas. No trabalho
citado foram identificados 21 compostos, com predominancia de
sesquiterpenos, destacando-se os ndo-funcionalizados (71,8 %), tal
como no presente trabalho (47,97 a 72,41 %). Biciclogermacreno (37,7
%) foi identificado como o componente majoritdrio, sendo também um
dos majoritdrios no presente trabalho, mas em menor concentragcdo
relativa (5,70 - 14,24 %). Germacreno D (7,0 %) e globulol (5,8 %)
também foram majoritdrios no 6leo analisado por Apel e colaboradores
(2004), mas a-copaeno (2,3 %), y-cadineno (1,0 %), d-cadineno (4,5 %)
e espatulenol (3,0 %) apresentaram concentracdes inferiores aquelas
encontradas no presente trabalho.

Virios componentes do 6leo analisado no presente trabalho ndo
foram identificados por aqueles autores, bem como alguns identificados
por Apel e colaboradores (2004) ndo foram encontrados no presente
estudo. Apenas um composto monoterpénico foi identificado por
aqueles autores (a-pineno), além de (E)-2-hexenal, ndo identificados no
presente trabalho.

Levando-se em conta que o conceito de quimiotipo se refere ao
componente majoritdrio (PADOVAN et al., 2014), a possibilidade do
6leo de E. hiemalis coletado em Blumenau ser um quimiotipo para a
espécie pode ser levada em consideracdo, ja que os dois componentes
majoritdrios encontrados no presente dleo (espatulenol e d-cadineno)
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ndo sdo majoritarios no 6leo analisado por Apel e colaboradores (2004),
o qual é marcado pela presenga de biciclogermacreno. Estudos
adicionais, com maior nimero de amostras sdo necessdrios para
caracterizar a presenca de um quimiotipo, j4 que muitas vezes as
diferencas nos métodos de extragc@o e andlises podem interferir no perfil
apresentado pelos 6leos (PADOVAN et al., 2014).

A presenca de quimiotipos é relativamente comum na familia
Myrtaceae, e o género Eugenia possui algumas espécies com
quimiotipos caracterizados, como E. brasiliensis, E. punicifolia, E.
pyriformis e E. uniflora (PADOVAN et al., 2014).

Em estudo recente realizado por Mazine e colaboradores
(2014), foi proposta uma hipétese filogenética para espécies de Eugenia
neotropicais baseada no sequenciamento do DNA nuclear e plastideo.
Nove clados foram identificados, e a espécie E. hiemalis foi alocada no
clado 9, juntamente com outras 25 espécies. De acordo com os autores,
diferentemente dos demais clados, o de nimero 9 é formado por
espécies que apresentam entre si variagcdes morfoldgicas, sendo que este
agrupamento das espécies neste clado foi considerada pelos autores
como ndo possuindo muito suporte.

No clado 9 a espécie E. pluriflora pertence a mesma
ramificacdo que E. hiemalis, e seu Oleo essencial também ji foi
analisado por Apel e colaboradores (2002b), destacando-se altos teores
de compostos monoterpénicos, 0s quais constituem a fracdo majoritaria,
principalmente a-pineno (24,0 %) e 1,8-cineol (12,7 %), bem como o
sesquiterpeno (E)-nerolidol (24,6 %).

Uma vez que este trabalho e o de Apel e colaboradores (2004)
apontam que o 6leo de E. hiemalis se caracteriza por predominio de
sesquiterpenos (especialmente os ndo-funcionalizados), e que E.
pluriflora possui principalmente monoterpenos e (E)-nerolidol como
componentes majoritarios, acredita-se que a via de biogénese de Sleos
essenciais destas espécies seja diferente. Este fato sugere a realizacio de
estudos mais aprofundados em conjunto com as anélises de filogenética.

Outras espécies do clado 9 foram analisadas quanto a
composicdo do 6leo essencial, como E. bacopari (APEL et al., 2002a),
E. axillaris (PINO et al., 2003; SCHMIDT et al., 2006; SETZER et al.,
2006) e E. punicifolia (MAIA; ZOGHBI; LUZ, 1997; OLIVEIRA;
DIAS; CAMARA, 2005; PEREIRA; ZOGHBI; BASTOS, 2010;
RAMOS et al., 2010). Entre estas, E. bacopari apresentou um perfil
bastante semelhante ao de E. hiemalis encontrado neste trabalho, com
predominio de sesquiterpenos nio funcioanalizados (78,5 %) e auséncia
de monoterpenos. Os compostos majoritdrios foram d-cadineno,
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aromadendreno (12,2 %), viridifloreno (7,9 %), y-cadineno (7,2 %),
globulol (6,8 %) e germacreno D (6,6 %) (APEL et al., 2002a).

Apesar da familia Myrtaceae ser caracterizada pela
predomindncia de monoterpenos, as espécies do género FEugenia
possuem baixos conteidos destes compostos, sendo predominantes os
sesquiterpenos ciclicos, entre eles, o P-cariofileno € o mais comum
(STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Algumas espécies
distinguem-se, particularmente E. jambolana e E. caryophyllata, as
quais possuem predominantemente compostos monoterpénicos e
derivados de fenilpropanoides (como eugenol), respectivamente
(SOBRAL-SOUZA et al., 2014; CHAIEB et al., 2007b). Adicionalmente,
duas espécies destacam-se pela produg¢do de compostos incomuns para o
género: E. stigmatosa, que contém apenas compostos alifiticos em seu
6leo essencial (90,5% de acido fisetérico) (APEL et al., 2004), e E.
confusa, rica em compostos aromaticos (SETZER; NOLETT; VICENT,
2006).
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Figura 40. Estruturas de compostos presentes nos 6leos essenciais das folhas de

E. hiemalis.
~_—
\\\\\\\K

d
H z

W

OH
1-octen-3-ol a-copaeno y-muuroleno
HoN H OH
H E H
/\
d-cadineno a-cadinol 1,10-di-epi-cubenol
‘\\\\\\K
germacreno D biciclogermacreno B-cariofileno

1%

-

aromadendreno espatulenol globulol

4.6.2 Analises das atividades bioldgicas

A grande diversidade quimica dos constituentes dos Odleos
essenciais, contribui para que muitos 6leos apresentem um amplo leque
de atividades biodgicas. Como resultado, muitos produtos farmacéuticos
comercializados atualmente possuem em sua formulacdo Oleos
essenciais (VICTORIA et al., 2012).
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O presente trabalho analisou também o potencial biolégico dos
Oleos essenciais das folhas E. hiemalis obtidos nas diversas épocas do
ano em modelos de atividade antioxidante, anticolinesterdsica e
antibacteriana (contra espécies de molicutes) (Tabelas 14 e 15).

De maneira geral, observou-se fraca atividade antioxidante
(Tabela 14), a qual pode ser explicada pelo fato de que a maioria dos
constituintes nao possui atividade antioxidante (ou ainda ndo foi
caracterizada). H4 trabalhos sobre componentes de esqueleto cadinano
(KUNDU et al., 2013), bem como B-cariofileno (CALLEJA et al., 2013)
indicando seu potencial antioxidante. Porém, quantidades maiores
podem ser necessdrias para produzir efeito, bem como a interacio entre
os demais componentes pode levar a diminui¢do da atividade
(BAKKALI et al., 2008).

Entre os componentes de 6leos essenciais que ja demonstraram
atividade antioxidante, destacam-se timol, carvacrol, p-cimeno, linalol,
eugenol, alguns dos quais foram testados individualmente em dois
modelos de antividade antioxidante (KULISIC et al., 2004; RUBERTO;
BARATTA, 2000).

Com relacio ao género Eugenia, ha poucos estudos avaliando a
atividade antioxidante de Oleos essenciais deste gé€nero, sendo que
resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram observados
para o Oleo essencial de E. brasiliensis (SIEBERT et al., 2014). Por
outro lado, algumas espécies demonstraram resultados mais
promissores, como E. uniflora (VICTORIA et al., 2012), E. involucrata
(MARIN et al., 2008), E. pruniformis (ALBUQUERQUE et al., 2012) e
E. caryophyllata, a qual apresenta eugenol como componente
majoritdrio (CHAIEB et al., 2007b).

Apesar da forte atividade anticolinesterdsica observada para os
extratos da planta, os 6leos essenciais ndo apresentaram atividade (Cls
> 1000 pg/mL) (Tabela 14). De maneira similar, o éleo essencial de E.
brasiliensis também se mostrou inativo (SIEBERT et al., 2014), ¢ o éleo
essencial das folhas e frutos de E. pruniformis apresentou fraca
atividade (ALBUQUERQUE et al., 2012).

Melhores resultados de atividade anticolinesterdsica foram
observados para os dleos essenciais das folhas de E. riedelina (ICsy =
67,3 ug/mL) (SOUZA, 2009) e das folhas de E. sulcata (ICsy = 4,66
pg/mL) (LIMA et al., 2012). No primeiro caso, foi verificada a presencga
de valerianol como componente majoritdrio, seguido de 10-epi-y-
eudesmol e B-cariofileno, porém, ndo foram encontrados estudos com
relacdo a atividade anticolinesterdsica destes compostos. No caso de E.
sulcata, a presenga de a- e - pineno, que correspondem juntos a 28,1%
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da composicdo do dleo, pode estar relacionada com a atividade (LIMA
et al., 2012).

A atividade anticolinesterdsica dos 6leos essenciais € resultado
de uma complexa interacdo entre seus constituintes quimicos. Ja foi
demonstrado que os monoterpenos apresentam forte atividade,
destacando-se 1,8-cineol (AAZZA; LYOUSSI; MIGUEL, 2011; DOHI;
TERASAKI; MAKINO, 2009; SAVELEV et al., 2003), limoneno, p-
cimeno, a- e vy-terpineno, mentol (MIYAZAWA; WATANABE;
KAMEOKA, 1997), §-3-careno (AAZZA; LYOUSSI; MIGUEL, 2011),
bem como a- e B-pineno citados anteriormente (DOHI; TERASAKI;
MAKINO, 2009; MIYAZAWA; YAMAFUJI, 2005) e o eugenol, um
derivado de fenilpropanoide (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009).
Com relagdo aos sesquiterpenos, tem sido observada maior atividade
para os oxigenados, como viridiflorol, elemol (MIYAZAWA et al.,
1998), e cetonas sesquiterpénicas, como a- e B-ionona (MIYAZAWA et
al., 1998a).

Como comentado anteriormente, apesar da presenca de alguns
destes compostos sesquiterpénicos nos 6leos essenciais avaliados neste
trabalho, a interacdo com os demais componentes, incluindo um efeito
sinergistico com os minoritdrios, pode levar a mudangas no perfil da
atividade (BAKKALI et al., 2008)

Tabela 144. Resultados* da avaliagdo da atividade antioxidante e anticolinesterasica
dos 6leos essenciais das folhas de E. hiemalis.

PR DPPH AA %! AChE
(mg AA/g)"  (CEs)- pg/mL)’ (CIsp - pg/mL)

Primavera 88,78 £ 0,61 > 1000,00 19,50 = 1,00 > 1000,00

Verio 166,15 £ 1,33 > 1000,00 20,99 +£0,17 > 1000,00

Outono 176,33 + 1,39 > 1000,00 27,33 +£0,19 > 1000,00

Inverno 122,64 £ 0,53 > 1000,00 27,71 £0,48 > 1000,00
Acido galico - 3,80 + 0,04 - -
BHT - - 95,87 £0,57 -

Galantamina - - - 2,17 £0,04

* Os resultados sao expressos como média + desvio padrdo da média (n = 3).

* PR = Potencial redutor. mg AA/g: miligramas de dcido ascérbico/grama de
amostra.

P CEs, = Concentracio efetiva 50 %. Concentracio da amostra, em pg/mL,
necessdria para diminuir a concentragéio do radical livre DPPH em 50 %.

" AA% = Atividade antioxidante. Porcentagem de inibi¢do da descoloragio do B-
caroteno em relag@o a solugdo sem a presenga de um antioxidante.

® Cly, = Concentragdo inibitéria 50 %. Concentracio da amostra, em pg/mL,
necessdria para inibir a atividade enzimatica em 50 %.
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Com relagdo a atividade antibacteriana (Tabela 15), verificou-se
que todos os Oleos apresentaram ICs; < 1 mg/mL contra as cepas
testadas, com excecdo de M. genitalium. No entanto, segundo os
critérios utilizados anteriormente no estudo bioguiado, os 6leos ndo sido
considerados ativos (COS et al., 2006).

O cardter lipofilico do esqueleto carbdnico e o carater
hidrofilico dos grupos funcionais dos compostos presentes no 6leo sdo
importantes para a atividade. Os componentes que geralmente
apresentam melhores atividades sdo os fendis, seguidos dos aldeidos,
cetonas, alcoois, ésteres e hidrocarbonetos. Esta atividade varia também
em funcdo do tipo de microrganismo testado (KOROCH; JULIANI;
ZYGADLO, 2007).

N&do h4 estudos que reportam os componentes com melhor
atividade sobre molicutes, no entanto, alguns compostos de 6leos
essenciais tém apresentado importante atividade sobre outros
microrganismos. Entre os mais ativos, destacam-se carvacrol, timol,
terpineol, eugenol, linalol, geraniol (M()RICZ et al.,, 2012; KIM;
MARSHALL; WEIL 1995), cinamaldeido (SHEN et al., 2015), entre
outros.

Alguns compostos monoterpénicos, como o- € - pineno, e
sesquiterpénicos, como y-muuroleno, espatulenol, a-selineno, [-
cariofileno, cadinenos, o- e [- eudesmol, biciclogermacreno, entre
outros, também apresentam atividade contra alguns microorganismos.
No entanto, em geral, 6leos contendo hidrocarbonetos como compostos
majoritdrios apresentam baixa atividade (BASSOLE; JULIANI, 2012;
KOROCH; JULIANI; ZYGADLO, 2007). Este fato é importante, visto
que os Oleos analisados neste trabalho apresentaram hidrocarbonetos
como fracdo majoritdria em todas as estagdes (47,96 - 72,41 %),
justificando-se, dessa forma, a baixa atividade apresentada.

Além disso, deve-se considerar também os efeitos sinergisticos
entre os componentes, incluindo os minoritarios, que podem levar a uma
diminuicio ou aumento da atividade antimicrobiana (BASSOLE;
JULIANI, 2012).

Existem poucos relatos na literatura sobre a avaliacdo da
atividade antibacteriana de Oleos essenciais contra espécies de
micoplasmas. Neste caso, verificou-se atividade do Odleo Thymus
vulgaris contra Mycoplasma mycoides subsp. capri (ARJOON;
SAYLOR; MAY, 2012), enquanto o 6leo das folhas de E. brasiliensis
foi inativo contra as cepas de M. mycoides subsp. capri e U. urealyticum
(SIEBERT et al., 2014).
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No que se refere a atividade contra bactérias com parede
celular, ha varios trabalhos com d&leos essenciais de FEugenia,
destacando-se as espécies E. uniflora (LAGO et al., 2011;
OGUNWANDE et al., 2005; VICTORIA et al., 2012), E. chlorophylla
(STEFANELLO et al., 2008), E. brasiliensis (MAGINA et al., 2009a;
SIEBERT et al., 2014), E. umbellifora (MAGINA et al., 2009a), E.
jambolana (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014; SHAFI et al., 2002) e
E. caryophyllata, a qual apresenta boa atividade devido a presenca de
eugenol (BURT; REINDERS, 2003; DOBRE; GAGIU; PETRU, 2011;
DUSAN et al., 2006; LIS-BALCHIN et al., 1997; SCOPEL et al., 2014;
TAREK et al., 2014; LIS-BALCHIN; DEANS, 1997).

Tabela 155. Resultados* da avaliagdo da atividade antibacteriana dos dleos
essenciais das folhas de E. hiemalis.

CIM (ug/mL)
M. capricolum M M M
supsp. genitalium hominis pneumoniae FH
capricolum
Primavera 208,33 1000 333,33 333,33
Verao 333,33 1000 333,33 416,67
QOutono 333,33 1000 333,33 416,67
Inverno 333,33 1000 333,33 416,67
Levofloxacino 1,56 0,78 25 1,56

* Os resultados sao expressos como média (n = 3).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Entre as indmeras atividades bioldgicas descritas para
Mirticeas, trés foram selecionadas para a investigacdo bioguiada no
ambito do presente trabalho. Entretanto, outras atividades nao
investigadas poderiam ser de grande interesse, considerando o grande
nimero de espécies desta familia que apresentaram, por exemplo,
atividade anti-inflamatdria e em modelos de diabetes.

A investigacdo bioguiada pelas atividades anticolinesterdrica e
antibacteriana levou ao isolamento de dois metabdlitos bioativos
majoritdrios: acetato de miconodina (GE1) e primina (GE2), bem como
outros metabdlitos estruturalmente relacionados. A presenca destas
substincias em uma espécie de Myrtaceae é um fato bastante
interessante do ponto de vista quimiossistematico.

Até o momento, primina e miconidina somente foram relatadas
em espécies das familias Primulaceae e Melastomataceae, as quais néo
sao botanicamente relacionadas entre si (KREBS; CHRISTENSIS,
1995). No entanto, Myrtaceae e Melastomataceae pertencem a mesma
ordem (Myrtales). Esta € a primeira espécie do género Eugenia em que
foram encontradas quinonas, sendo que este género é caracterizado
principalmente pela presenca de compostos fendlicos, como
flavonoides, antocianinas e taninos, bem como triterpenos, esteroides e
carotenoides, conforme apresentado no Quadro 1 entre trabalho.

Miconidina tem sido considerada biossinteticamente a forma
precursora de primina (CONNOLLY et al., 2004; KREBS;
CHRISTENSEN, 1995) e o isolamento de acetato de miconidina como
substincia majoritdria nas folhas e botdes florais sugere a hipétese de
que esta constitua nesta espécie uma forma de reserva para primina, a
qual poderia ser responsdvel pela protecdo contra ataques de
microrganismos e herbivoros. O papel fisiolégico destas duas
substdncias na espécie precisa ser investigado, mas a maior
concentracdo de primina nos botdes florais em relacio as folhas sugere
fortemente uma estratégia de defesa quimica, para assegurar a
reprodugao.

Os extratos metandlicos, por sua vez, apresentaram interessante
atividade antioxidante, e quercitrina (GE14) foi isolada no extrato das
folhas. Esta substincia ja foi amplamente avaliada com rela¢do as suas
propriedades antioxidantes, exibindo bons resultados, bem como ji foi
reportada em extratos das partes aéreas de E. hiemalis coletada no
Paraguai (BOKESCH et al., 2008).
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A andlise do Oleo essencial revelou um perfil quimico
caracteristico para o género FEugenia, com presenca de compostos
sesquiterpénicos, destacando-se os de esqueleto cadinano, copaano,
aromadendrano e cariofilano. Os resultados encontrados apresentam
algumas diferencas em relagdo ao 6leo analisado a partir de uma coleta
desta espécie realizada no Rio Grande do Sul (APEL et a., 2004). Ja a
comparagdo com a espécie E. pluriflora, filogeneticamente relacionada a
E. hiemalis (MAZINE et al., 2014), evidenciou grandes diferencas,
principalmente com relacdo a presenca majoritdria de monoterpenos,
bem como (E)-nerolidol no dleo de E. pluriflora (APEL et al., 2002b).
Este achado sugere rotas de biossintese diferenciadas para as espécies E.
hiemalis e E. pluriflora, ambas classificadas na mesma ramifica¢do do
clado 9 de andlise filogenética de espécies neotropicais de Eugenia
(MAZINE et al., 2014).

Os dados sugerem que a andlise da composi¢do dos 6leos pode
ser 1util e que a realizacdo de estudos mais aprofundados nas espécies
deste clado poderia contribuir para uma melhor resolucdo da andlise
filogenética.

Apesar de primina e acetato de miconidina ji terem sido
reportadas no extrato das folhas de E. hiemalis (FALKENBERG, 1996),
este trabalho revelou que estdo presentes também em outras partes da
planta, como os botdes florais. Além disso, o presente trabalho conta
com um enfoque diferenciado, permitindo o isolamento destes e de
outros compostos por meio da investigacao fitoquimica bioguiada.

A capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase constitui um
mecanismo de agfo importante para potenciais farmacos a serem
utilizados no tratamento da doenga de Alzheimer. Os resultados obtidos
para primina demonstraram uma atividade promissora neste sentido,
com valor de Clsy da mesma ordem daquela apresentada pelo farmaco
galantamina. Este constitui o primeiro relato da atividade
anticolinesterdsica para primina, bem como um dos poucos relatos desta
atividade para compostos com estrutura de quinona.

Os resultados da avaliagdo da atividade antibacteriana contra
molicutes foram também bastante promissores. Neste caso, primina e
acetato de miconidina foram ativas contra espécies causadoras de
infecdes em seres humanos e animais. Primina apresentou atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e negativas, sendo este o
primeiro relato da sua atividade contra bactérias sem parede celular.

Para o acetato de miconidina n3o ha relatos de atividade
antimicrobiana, somente para a miconidina (LIMA et al., 1970), o que
torna estes resultados bastante relevantes. Avaliacdes da atividade
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antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, negativas e fungos,
estdo sendo realizadas em conjunto com outro grupo parceiro e tém
demonstrado resultados promissores contra diversas cepas, inclusive
algumas caracterizadas resistentes a antibidticos (dados ndo
apresentados).

Primina apresentou atividade antiparasitaria contra algumas
espécies de Trypanosoma, Leishmania donovani, Plasmodium
falciparum e Crithidia fasciculata (TASDEMIR et al., 2006; PAHN;
PORTELA; STOPPANI, 1988) e miconidina também apresentou
atividade antiparasitdria contra Trypanossoma cruzi (GOIJMAN et al.,
1984), T. mega e C. fasciculada (PAHN; PORTELA; STOPPANI,
1988). Estes relatos sdo interessantes, uma vez que podem indicar um
potencial importante para a forma acetato de miconidina. Também neste
sentido, trabalhos com grupos parceiros estdo demonstrando bons
resultados de extratos de E. hiemalis em atividade antiamebiana (dados
ndo apresentados).

Primina apresentou atividade anti-inflamatéria in vitro, com
seletividade para COX-2 em relagdo a COX-1 (LANDA et al., 2012),
bem como inibicdo de 5-LOX, superior a do composto de referéncia
zileutona (LANDA et al., 2011). Embora o potencial de oxidacdo da
primina esteja envolvido na sua atividade em vdrios alvos, no caso
especifico da 5-LOX, andlises in silico por docking demonstraram que a
estrutura molecular da primina foi essencial para a atividade (LANDA et
al., 2013). Considerando, entretanto, a potencial toxicidade da primina,
modificacdes estruturais na molécula podem levar a um composto com
melhor perfil de acdo.

Tendo em vista sua semelhanga estrutural com a primina e sua
condicdo de forma de reserva da mesma, o acetato de miconidina esta
sendo avaliado em relagcdo a capacidade de inibi¢do dual das enzimas
COX-2/5-LOX pelo grupo do prof. Landa e colaboradores.

Cabe destacar que apesar do grande potencial de primina, este é
um alérgeno cldssico e alguns estudos demonstraram atividade
alergizante para a miconidina, porém, este efeito foi justificado pela sua
conversao em primina, por processos de oxidagdo (PAULSEN;
CHRISTENSEN; ANDERSEN, 2006). Para o derivado acetato de
micodinina, ainda nio hd estudos a respeito do seu potencial alergénico,
bem como toxicidade. Para este dltimo, trabalhos com grupos parceitos
estdo avaliando o perfil de citotoxicidade em algumas linhagens
celulares.

J4 foi verificada a atividade citotoxica da primina sobre células
normais e tumorais, bem como a toxicidade em modelos in vivo.



154

Modificagdes estruturais foram realizadas e os resultados demonstraram
reducdes dos efeitos toxicos, com manutencdo da atividade citotdxica
sobre células tumorais (BRONDANI et al., 2005; BRONDANI et al.,
2007). Estes resultados sdo interessantes, uma vez que derivados com
maior seletividade podem se tornar potencias farmacos.
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4 CONCLUSOES

- Os extratos diclorometanicos de folhas, galhos e botdes florais de E.
hiemalis apresentaram atividade antiolinesterasica (ICso = 199,09 + 2,25
a 506,63 + 0,48 pg/mL) e antibacteriana frente a cepas de molicutes
(CIM = 0,32 a 416,67 ug/mL); os extratos metandlicos apresentaram
atividade antioxidante com destaque para o extrato das folhas nos
modelos de potencial redutor (405,27 + 10,27 mg AA/g) e captacdo do
radical livre DPPH (CEsy = 39,11 0,74 pg/mL);

- O fracionamento bioguiado do extrato diclorometanico de folhas levou
ao isolamento de acetato de miconidina e primina, que foram ativas
contra espécies de molicutes (CIM = 0,48 a 7,80 pg/mL). Primina
também apresentou potente atividade acetilcolinesterdsica (ICsy 9,05 +
0,09 pg/mL);

- O fracionamento do extrato diclorometanico dos botdes florais levou
ao isolamento de primina, acetato de miconidina, metil-olivetol e outra
quinona ainda ndo identificada;

- O fracionamento bioguiado do extrato metandlico das folhas levou ao
isolamento de uma substancia bioativa identificada como quercitrina,
além de nove substincias cujos espectros de RMN estdo sendo obtidos;

- Pelo fracionamento cromatografico utilizando o reagente de Craven
foram isoladas duas quinonas denominadas de 5-acet6xi-primina (GE6)
e hiemaloquinona (GE8), além de outra quinona que estd em processo
de identifica¢do e uma substancia ainda nao identificada;

- A andlise sazonal dos dleos essenciais das folhas de E. hiemalis
permitiu a identificagdo de 42 componentes, com destaque para os
sesquiterpenos ciclicos espatulenol (5,36 - 16,06 %), biciclogermacreno
(5,70 - 14,24 %) 6-cadineno (7,50 - 15,93 %) e B-cariofileno (4,80 - 9,43
%), e auséncia de monoterpenos; nas estagdes mais quentes foi
verificado aumento do teor de sesquiterpenos ndo funcionalizados, numa
tendéncia diferente daquela descrita na literatura para outras mirtdceas.
Os dleos essenciais foram inativos nos testes bioldgicos avaliados;

- O conjunto de resultados obtidos permite concluir que a espécie E.
hiemalis possui perfil quimico diferenciado em relacdo as outras
espécies ja investigadas do género Eugenia, bem como da familia
Myrtaceae. No entanto, a continuidade dos seus estudos é importante
para melhor esclarecer a classificacdo filogenética da espécie e potencial
de seus metabolitos como candidatos a farmacos.
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5 PERSPECTIVAS

Considerando os resultados obtidos até o momento com a
espécie E. hiemalis, pode-se destacar para a continuidade dos estudos
algumas propostas:

- Avaliar também outras atividades, como antiviral, antidiabética e anti-
inflamatéria de extratos (e eventualmente também de compostos
isolados) de E. hiemalis;

- Avaliar extratos e 6leos essenciais de outras populacdes de E. hiemalis,
em outras localidades, no sentido de contribuir para a discussdo da
classificacdo filogenética do género Eugenia;

- Completar a elucidacdo dos compostos ainda ndo identificados e,
eventualmente, encaminhd-los para avaliagcdo de atividade bioldgica;

- Avaliar atividade antiparasitdria do acetato de miconidina (GE1),
considerando que a mesma ja foi identificada para primina e miconidina;
- Avaliar toxicidade aguda e subcronica, bem como citotoxicidade de
GEI1 frente a células normais e linhagens de células tumorais;

- Para a primina (GE2), realizar testes in silico com a enzima
acetilcolinesterase e testes ex-vivo em modelos animais de doenca de
Alzheimer;

- Analisar as substincias GE6 e GE8 por screening virtual para
atividade anticolinesterasica e outras;

- Em fung¢éo dos resultados que vierem a ser obtidos, planejar a sintese
de potenciais derivados.
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APENDICE A - PROCEDIMENTOS CROMATOGRAFICOS
ADOTADOS NO ESTUDO BIOGUIADO

Todos os procedimentos descritos abaixo podem ser
visualizados nos respectivos fluxogramas apresentados anteriormente
em “Resultados e discussdo” e a Figura 41 apresenta um resumo de
todos os procedimentos cromatograficos realizados, com os respectivos
compostos isolados.

1 CLV DO EXTRATO EDF - COLUNA A (ALIQUOTA 1)

Uma aliquota do extrato bruto diclorometinico das folhas (3,45
g) foi submetida a cromatografia liquida a vacuo com gel de silica 60.
Utilizou-se como fase mével um gradiente de solventes que iniciou com
hexano 100% e finalizou com metanol. Cada fracdo foi coletada em
frasco separado, obtendo-se um total de 15 fracdes, chamadas de A-1 a
A-15. As fragdes com rendimentos vidveis foram selecionadas para os
testes nos modelos de atividade bioldgica em que o extrato de origem
obteve melhores resultados, sendo as amostras ativas selecionadas para
procedimentos cromatogréficos posteriores.

1.1 CLMP DA FRACAO A-5 - COLUNA Al

A fracdo A-5 (436,1 mg) foi submetida a separacdo
cromatogrdfica em sistema de média pressio (Sepacore/Syncore®).
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével,
misturas de hexano com propor¢des crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 123 fragdes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatogréfica, em 32 fracdes, chamadas de A1-1-2 a Al-
117-123 (Figura 10).

1.2 CLMP DA FRACAO A-7 — COLUNA A2

A fracdo A-7 (198,2 mg) foi submetida a separacdo
cromatogrdfica em sistema de média pressio (Sepacore/Syncore®).
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével,
misturas de hexano com propor¢des crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 84 fracdes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatografica, em 22 fra¢des, chamadas de A2-1 a A2-83-
84 (Figura 10).
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1.3 CLMP DA FRACAO A-9 — COLUNA A3

A fracio A-9 (345,1 mg) foi submetida a separagdo
cromatogrdfica em sistema de média pressio (Sepacore/Syncore®).
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével,
misturas de diclorometano com propor¢des crescentes de acetato de
etila. Obtiveram-se 60 fracdes que foram agrupadas, em fungédo da sua
semelhanca cromatografica, em 9 fragdes, chamadas de A3-1 a A3-60
(Figura 21).

1.4 CCA DA FRACAO A-10 - COLUNA A4

A fracdo A-10 (53,1 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de diclorometano com
propor¢des crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 89 fragcdes que
foram agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatografica, em 20
fragdes, chamadas de A4-1-9 a A4-81-89 (Figura 21).

1.5 CCA DA FRACAO A-13 - COLUNA A5

A fracio A-13 (250,0 mg) foi submetida a separacdo
cromatogrdfica em sistema de média pressio (Sepacore/Syncore®).
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével,
misturas de diclorometano com proporgdes crescentes de metanol.
Obtiveram-se 171 fragdes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatogréfica, em 24 fracdes, chamadas de AS5-1-2 a AS-
168-171 (Figura 21).

1.5.1 CCA da fracao A5-145-155 - COLUNA A6

A fracdo AS5-145-155 (6,2 mg) foi submetida a cromatografia
de exclusio em resina de Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 14 fragdes que foram agrupadas, em funcdo da
sua semelhanga cromatografica, em 4 fragdes, chamadas de A6-1-6 a
A6-11-14 (Figura 21).

2 CLV DO EXTRATO EDF - COLUNA B (ALIQUOTA 2)

Uma segunda aliquota do extrato bruto diclorometanico das
folhas (4,07 g) foi submetida a cromatografia liquida a vdcuo com gel de
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silica 60 (Figura 19). Utilizou-se como fase moével um gradiente de
solventes que iniciou com hexano 100% e finalizou com metanol, em
uma esquema de eluicdo idéntico ao que foi utilizado na coluna A. Cada
fracdo foi coletada em frasco separado, obtendo-se um total de 15
fragdes, chamadas de B-1 a B-15.

2.1 CCA DA FRACAO B-8 - COLUNA B1

A fragdo B-8 (50,1 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase mdvel, misturas de hexano com propor¢des
crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 80 fragdes que foram
agrupadas, em funcio da sua semelhanga cromatografica, em 14 fracdes,
chamadas de B1-1-2 a B1-77-80 (Figura 21).

2.2 CCA DA FRACAO B-9 - COLUNA B2

A fracdo B-9 (569,9 mg) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de diclorometano com
proporcdes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 74 fracdes que
foram agrupadas, em funcio da sua semelhanca cromatografica, em 13
fragdes, chamadas de B2-1-4 a B2-70-74 (Figura 20).

2.2.1 CCA DA FRACAO B2-45-50 - COLUNA B3

A fragdo B2-45-50 (51,7 mg) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase mével, misturas de hexano com propor¢des
crescentes de diclorometano. Obtiveram-se 49 fragdes que foram
agrupadas, em func¢do da sua semelhanca cromatografica, em 8 fracdes,
chamadas de B3-1-3 a B3-48-49 (Figura 20).

2.3 CCA DA FRACAO B-11 — COLUNA B4

A fracdo B-11 (113,3 mg) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de cloroférmio com
propor¢des crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 98 fragdes que
foram agrupadas, em func¢do da sua semelhanca cromatografica, em 16
fracdes, chamadas de B4-1-6 a B4-98 (Figura 20).
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2.3.1 CCA da fracao B4-44-49 - COLUNA BS

A fracdo B4-44-49 (11,1 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 12 fragdes que foram agrupadas, em funcdo da
sua semelhanca cromatografica, em 3 fracdes, chamadas de B5-1-5 a
B5-12-14 (Figura 20).

2.4 CCA DA FRACAO B-12 - COLUNA B6

A fracdo B-12 (78,0 mg) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de cloroférmio com
proporcdes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 93 fracdes que
foram agrupadas, em fun¢do da sua semelhanca cromatografica, em 21
fragdes, chamadas de B6-1-4 a B6-86-93 (Figura 20).

3 CCA do extrato EDB — COLUNA C

Uma aliquota do extrato bruto diclorometinico dos botdes
florais (470,0 mg) foi submetida a cromatografia em coluna aberta.
Utilizou-se como fase estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével,
misturas de hexano com propor¢des crescentes de acetato de etila.
Obtiveram-se 191 fragdes que foram agrupadas, em funcdo da sua
semelhanca cromatogrifica, em 49 fracdes, chamadas de C-1-13 a C-

184-194 (Figura 11).
3.1 CCA DA FRACAO C-104-110 - COLUNA C1

A fracdo C-104-110 (111,8 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase movel, misturas de diclorometano com
proporgdes crescentes de acetato de etila. Obtiveram-se 53 fragdes que
foram agrupadas, em funcdo da sua semelhanga cromatogréfica, em 6
fragdes, chamadas de C1-1-27 a C1-53 (Figura 11).

4 CLV DO EXTRATO EMF - COLUNA D
O extrato metandlico das folhas foi submetido a separagdo

cromatografica em trés etapas. Inicialmente, uma aliquota do extrato
bruto (10,0 g) (Coluna Da) foi submetida a cromatografia liquida a
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vacuo com gel de silica 60, utilizando-se como fase mével um gradiente
de solventes que iniciou com hexano 100% e finalizou com metanol,
conforme Tabela 2. Cada fracdo foi coletada em frasco separado,
obtendo-se um total de 20 fracdes, que foram agrupadas, em funcio da
sua semelhanca cromatografica, em 12 fracdes chamadas de D-1-3 a D-
20. O mesmo procedimento foi aplicado para outras duas aliquotas do
extrato bruto (Coluna Db e Dc, com 11,30 e 10,31 g, respectivamene).
As fragdes obtidas nos trés processos anteriores foram reunidas em
funcdo de sua semelhanga cromatogréfica, obtendo-se ao fim 18 fragdes
(D1 a D18). Algumas destas fracdes foram selecionadas para os testes
nos modelos de atividade bioldgica em que o extrato de origem obteve
melhores resultados, sendo estas amostras selecionadas para
procedimentos cromatograficos posteriores.

4.1 CLV DA FRACAO D-9 - COLUNA D1

Uma aliquota da fracdo D-9 (2,0 g) foi submetida a
cromatografia liquida a vdcuo. Utilizou-se como fase estaciondria gel de
silica 60 e, como fase movel, misturas de cloroférmio com proporgdes
crescentes de metanol. Obtiveram-se 15 fragdes, chamadas de D1-1 a
D1-15 (Figura 16). A fracdo D1-4 apresentou formacgdo de duas fases,
as quais foram separadas e nomeadas de D1-4a e D1-4b.

4.1.1 CCA da fracio D1-6a — COLUNA D2

A fracdo D1-6 foi dissolvida em metanol, observando-se a
formacdo de um precipitado, que lavado vdrias vezes com este mesmo
solvente. Este procedimento originou 3 fracdes, denominadas de D1-6a
até D1-6¢c. Uma aliquota da fracdo D1-6a (243,9 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de cloroférmio com
propor¢des crescentes de metanol. Obtiveram-se 110 fracdes, que foram
agrupadas em fun¢do da sua semelhanca cromatografica, em 12 fracgdes,
chamadas de D2-1-33 a D2-110 (Figura 16).

4.1.1.1 CCA da fragdo D2-38-39 - COLUNA D3
A fragdo D2-38-39 (28,4 mg) foi submetida a cromatografia de

exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 13 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
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sua semelhanca cromatografica em 6 fracdes, chamadas de D3-1-4 a
D3-11-13 (Figura 16).

4.1.1.2 CCA da fragdo D2-40-41 — COLUNA D4

A fragdo D2-40-41 (13,3 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 16 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
sua semelhanca cromatografica em 3 fracdes, chamadas de D4-1-11 a
D4-16 (Figura 18).

4.1.1.2 CCA da fracdo D2-58-73 — COLUNA D5

A fragdo D2-58-73 (32,2 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 17 fracdes, que foram agrupadas em funcio da
sua semelhanca cromatografica em 6 fracdes, chamadas de D5-1-3 a
D5-15-17 (Figura 16).

4.1.2 CCA da fracao D1-6¢c - COLUNA D6

A fracdo D1-6¢ (95,0 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 20 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
sua semelhanga cromatografica em 7 fragdes, chamadas de D6-1 a D6-
20 (Figura 16).

4.1.3 CCA da fracao D1-7 - COLUNA D7

A fracio DI1-7 (665,0 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase moével, misturas de acetato de etila com
propor¢des crescentes de metanol. Obtiveram-se 101 fracdes, que foram
agrupadas em fun¢do da sua semelhanga cromatogréfica em 23 fracdes,
chamadas de D7-1-5 a D7-101 (Figura 16).

4.1.3.1 CCA da fracdo D7-6-7 — COLUNA D8
A fragdo D7-6-7 (26,8 mg) foi submetida a cromatografia de

exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 15 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
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sua semelhanca cromatografica em 7 fracdes, chamadas de D8-1 a D§-
15 (Figura 16).

4.1.3.2 CCA da fragdo D7-8-9 — COLUNA D9

A fracdo D7-8-9 (19,4 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 23 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
sua semelhanga cromatografica em 7 fracdes, chamadas de D9-1-5 a
D9-16-23 (Figura 16).

4.1.3.3 CCA da fracdo D7-44-45 - COLUNA D10

A fragdo D7-44-45 (70,9 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 16 fracdes, que foram agrupadas em funcio da
sua semelhanca cromatografica em 5 fracdes, chamadas de D10-1-4 a
D10-13-16 (Figura 16).

4.1.4 CCA dafracdo D1-9 - COLUNA D11

A fracio D1-9 (1094 mg) foi submetida a separacio
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de diclorometano com
proporcdes crescentes de metanol. Obtiveram-se 130 fracdes, que foram
agrupadas em func¢fo da sua semelhanca cromatografica em 17 fracgdes,
chamadas de D11-1-24 a D11-130 (Figura 16).

4.1.5 CCA dafracao D1-10 - COLUNA D12

A fracdo DI1-10 (80,1 mg) foi submetida a cromatografia de
exclusio em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 74 fracdes, que foram agrupadas em funcio da
sua semelhanga cromatografica em 12 fracdes, chamadas de D12-1 a
D12-74 (Figura 16).

4.1.6 CCA da fracao D1-11 - COLUNA D13
A fracio DI-9 (46,1 mg) foi submetida a separagdo

cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de diclorometano com
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proporgdes crescentes de metanol. Obtiveram-se 106 fracdes, que foram
agrupadas em fun¢do da sua semelhanca cromatografica em 11 fracdes,
chamadas de D13-1-15 a D13-106 (Figura 16).

4.2 CLV DA FRACAO D-12 - COLUNA D14

Uma aliquota da fracdo D-12 (8,5342 g) foi submetida a
cromatografia liquida a vdcuo. Utilizou-se como fase estaciondria gel de
silica 60 e, como fase mdvel, misturas de diclorometano com propor¢des
crescentes de metanol. Obtiveram-se 14 fracdes, que foram agrupadas
em funcdo da sua semelhanca cromatografica em 9 fra¢des, chamadas
de D14-1 a D41-14 (Figura 17).

4.2.1 CCA da fracao D14-5 - COLUNA D15

A fracio D14-5 (64,7 mg) foi submetida a separagdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de cloroférmio com
propor¢des crescentes de metanol. Obtiveram-se 114 fracdes, que foram
agrupadas em func¢fo da sua semelhanca cromatografica em 23 fracdes,
chamadas de D15-1-6 a D15-112-114 (Figura 17).

4.2.2 CCA dafracao D14-6 - COLUNA D16

A fragdo DI14-6 (158,7 mg) foi submetida a separacdo
cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase estaciondria gel
de silica 60 e, como fase modvel, misturas de cloroférmio com
proporcdes crescentes de metanol. Obtiveram-se 150 fracdes, que foram
agrupadas em func¢fo da sua semelhanca cromatografica em 14 fracgdes,
chamadas de D16-1-6 a D16-138-150 (Figura 17).

4.3 CCA DA FRACAO D-3 - COLUNA D17

Uma aliquota da fracdo D-3 (264,2 mg) foi submetida a
separagdo cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase
estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de hexano
com propor¢des crescentes de cloroférmio e posteriormente acetato de
etila. Obtiveram-se 324 fra¢des, que foram agrupadas em funcio da sua
semelhanca cromatografica em 61 fracdes, chamadas de D17-1-19 a
D17-322-324 (Figura 22).
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4.4 CCA DA FRACAO D-4 — COLUNA D138

Uma aliquota da fracdo D-4 (302,0 mg) foi submetida a
separacdo cromatografica em coluna aberta. Utilizou-se como fase
estaciondria gel de silica 60 e, como fase mével, misturas de hexano
com proporg¢des crescentes de cloroférmio e posteriormente acetato de
etila. Obtiveram-se 230 frag¢des, que foram agrupadas em funcéo da sua
semelhanca cromatogrifica em 44 fragdes, chamadas de D18-1-24 a
D18-230 (Figura 18).

4.4.1 CCA da fracao D18-71-73 - COLUNA D19

A fracdo D18-71-73 (15,0 mg) foi submetida a cromatografia
de exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 10 fragdes, que foram agrupadas em funcdo da
sua semelhanca cromatografica em 6 fracdes, chamadas de D19-1-3 a
D19-10 (Figura 18).

4.4.2 CCA dafracao D18-74-80 - COLUNA D20

A fragdo D18-74-80 (13,7 mg) foi submetida a cromatografia
de exclusdo em resina Sephadex® LH-20, utilizando-se como eluente
metanol. Obtiveram-se 14 fracdes, que foram agrupadas em funcio da
sua semelhanca cromatografica em 7 fracdes, chamadas de D20-1-7 a
D20-14 (Figura 18).



Figura 41. Fluxograma geral dos fracionamentos cromatograficos realizados com os extratos de E. hiemalis.
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