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RESUMO

As espécies de Eugenia (Myrtaceae) chamam a atencdo pelo seu
potencial terapéutico, apresentando atividade antiinflamatéria,
antibacteriana, citotoxica, antitumoral, hipoglicemiante, entre outros.
Deste género foram isolados principalmente compostos fendlicos, além
de compostos terpénicos. Porém a espécie Eugenia umbelliflora,
conhecida popularmente como “baguacu”, foi pouco estudada.
Considerando o potencial terapéutico e os compostos descritos para o
género, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo fitoquimico e
bioldgico desta espécie. Para tal foi preparado o extrato bruto das folhas,
e este foi submetido a particionamento, gerando fracdes de diferentes
polaridades. O fracionamento cromatografico destas fragfes levou ao
isolamento dos triterpenos uvaol e eritrodiol, dos esterdis B-sitosterol e
estigmasterol, e de dois flavonodides, quercetina e 7- hidroxi - 3°, 4’
dimetoxiflavonol, além de dois outros compostos cujas estruturas nao
foram totalmente elucidadas. A andlise das fragcBes acetato de etila e
butanol, através de eletroforese capilar levou a caracterizagdo dos
flavonoides quercetina, mirecetina, canferol e eriodictiol. A atividade
alelopética avaliada através da germinacdo de sementes de L. sativa
mostrou que a fracdo diclorometano foi a amostra vegetal mais eficaz
em inibir a germinacgéo de sementes de alface. A atividade antibacteriana
do extrato bruto, das fracdes e da mistura de triterpenos, foi avaliada
contra quatro bactérias Gram-positivas (sendo uma delas resistente a
meticilina) e seis bactérias Gram-negativas. Os melhores resultado
foram obtidos para o extrato bruto, e para as fragdes hexano,
diclorometano e acetato de etila, que mostraram atividade que variou de
moderada a excelente contra todas as bactérias Gram-positivas testadas,
particularmente no caso da MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina), onde a atividade antibacteriana foi considerada excelente. Ja
a mistura de triterpenos, uvaol e eritrodiol, isolada das fracdes hexano e
acetato de etila, apresentou uma moderada atividade contra Listeria
monocytogenes, sendo inativa para as demais bactérias. Somente o
extrato bruto foi avaliado quanto a atividade anti-inflamatéria, e este ndo
demonstrou resultados relevantes. Os dados preliminares obtidos com
esse trabalho levam a concluir que a espécie testada apresenta
metabolitos secundarios interessantes e grande potencial biolégico, o
gue permite a continuacdo do estudo em varias frentes de trabalho.

Palavras chaves: E. umbellifora, investigagdo fitoquimica e atividade
bioldgica
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ABSTRACT

The species of Eugenia (Myrtaceae) give attention for its therapeutic
potential, showing promising results such as anti-inflammatory,
antibacterial, cytotoxic, antitumor, hypoglycemic, and others. This
genus have been isolated mainly phenolic compounds, and terpenes
compounds. But the specie Eugenia umbelliflora, popularly known as
"baguagu”, has been little studied. Considering the potential therapeutic
and the compounds described for the genus, the objective of this study
was the biological and phytochemical study of extracts. For this the
crude extract of leaves was prepared and it was submitted to partitioning
generating different polarities fractions. The chromatographic
fractionation of the fractions led to the isolation of triterpenes uvaol and
erythrodiol, of sterols,  [-sitosterol and stigmasterol, and two
flavonoids, quercetin and 7- hydroxy - 3°, 4’ dimetoxiflavonol, and two
other compounds whose structures have not been fully elucidated.
Analysis of ethyl acetate and butanol fractions by capillary
electrophoresis led to characterization of the flavonoids quercetin,
mirecetin, kaempferol and eriodictyol, showing that the flavonoid
glycosides derived from these aglycones are present in those fractions
analyzed. The allelopathic activity assessed by the germination of L.
sativa showed that the dichloromethane fraction of the sample plant was
more effective in inhibiting the lettuce seeds germination. The
antibacterial activity of crude extract, fractions and mixture of
triterpenes, was evaluated against four Gram-positive (one methicillin
resistant) and six Gram-negative bacteria. The best results were obtained
for the crude extract, and for the hexane, dichloromethane and ethyl
acetate fractions, which showed activity that varied from moderate to
excellent against all Gram-positive bacteria tested, particularly in the
case of MRSA, where the antibacterial was considered excellent.
Already a mixture of triterpenes, uvaol and erythrodiol, isolated from
hexane and ethyl acetate fractions showed a moderate activity against
Listeria monocytogenes, being inactive for the other Gram-positive and
Gram-negative bacteria tested. Only crude extract was evaluated on anti-
inflammatory effect, and it has not showed significant results.
Preliminary dates obtained from this work lead to the conclusion that the
specie tested has interesting secondary metabolites and biological
potential, which allows the continuation of the study on several fronts.

Keywords: E. umbellifora, phytochemical study, biological activity.
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1 INTRODUCAO

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das
substancias organicas conhecidas. Entretanto, é o Reino Vegetal, através
das plantas, que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento de substancias Uteis ao tratamento de doengas que
acometem os seres humanos.

As plantas sdo fontes importantes de substancias biologicamente
ativas, sendo que aproximadamente 50% dos farmacos em uso clinico
ou sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica
planejada a partir de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006). Embora
existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias disponiveis
para que se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de
produtos naturais representa uma das principais alternativas de sucesso.
Muitos metabdlitos secundarios se destacam como matérias-primas
valiosas para a producdo de inimeros medicamentos contemporaneos,
comprovando que a parceria entre quimicos medicinais e quimicos de
produtos naturais é fundamental para a descoberta de farmacos
inovadores (BARREIRI e BOLZANI, 2009).

O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo, sendo que sua flora corresponde a cerca de 20 % de todas as
espécies conhecidas no mundo. Apesar disso, apenas 8 % das espécies
vegetais da flora brasileira foi estudada em busca de compostos
bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais. A Familia Myrtaceae ¢ bastante interessante do ponto de
vista quimico e farmacologico, e muitas espécies desta familia sdo
utilizadas na medicina popular. As espécies do género Eugenia, um dos
maiores géneros desta familia, chamam a atencdo pelo seu potencial
terapéutico, mostrando em varios estudos resultados promissores, como
atividade antiinflamatéria, antibacteriana, citotéxica e antitumoral.
Deste género foram isolados principalmente compostos fendlicos, além
de compostos terpénicos.

Levando em consideracdo o potencial terapéutico e 0s compostos
ja descritos para espécies do género Eugenia, teve-se neste trabalho o
objetivo de realizar o estudo fitoquimico da espécie Eugenia
umbelliflora, espécie pouco estudada ainda, com o intuito de contribuir
para a elucidacdo das substancias presentes nesta planta, além de avaliar
0s possiveis efeitos biolégicos dos extratos, fragdes e compostos
isolados da mesma.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cerca de 100 géneros pertencem a Familia Myrtaceae, entre eles
0 género Eugenia. Esta é a maior familia da ordem Myrtales, com dois
centros de dispersdo, nas Américas e na Australia, embora ocorram em
todo o mundo, pois sdo todas plantas tropicais ou subtropicais. A
Familia Myrtaceae compreende aproximadamente 3000 espécies, sendo
gue no Brasil existem cerca de 1000 espécies (SCHUTZ, 1980).

As espécies brasileiras da Familia Myrtaceae caracteristicamente
possuem o tronco de casca lisa, separando-se todo o ano o ritidoma, que
se renova com cada estacdo de crescimento. Os géneros mais
importantes sdo Psidium (Goiabeira), Myrciaria (Araca), Marlierea
(Cambucd), Campomanesia (Guabiroba), Paivaea (Cambuci), Syzigium
e Eugenia (Pitangueira), a qual pertence a espécie em estudo neste
trabalho (Figura 1) (JOLY, 2002).

Capomanesi Paivaea Eugenia uniflora

Figura 1. Espécies representantes da Familia Myrtaceae.



2.1. ASPECTOS BOTANICOS DO GENERO EUGENIA

O género Eugenia possui cerca de 400 espécies (FONTENELLE;
COSTA e MACHADO, 1994), sendo um dos maiores géneros da
familia Myrtaceae (FISCHER et al., 2005). Distribui-se desde o Brasil
até o norte e nordeste da Argentina, Uruguai e Paraguai (CONSOLINI,
BALDINI e AMAT, 1999).

Segundo AURICCHIO E BACCHI (2003) as plantas do género
Eugenia consistem em arvores ou arbustos verdes durante o ano todo. O
fruto é esférico, geralmente comestivel, uma baga de até 3 centimetros
de diametro, coroado pelo célice e achatado nas extremidades.

Muitas espécies do género Eugenia sdo apreciadas por seus frutos,
gue sdo usados como alimento (FISCHER et al., 2005), a exemplo de
Eugenia uniflora, uma das espécies mais conhecidas do género,
chamada popularmente de “pitangueira” (CONSOLINI, BALDINI e
AMAT, 1999), Eugenia edulis, conhecida como jaboticaba, Eugenia
jambolana, conhecida como jamboldo, e Eugenia brasiliensis,
conhecida como grumixama (Figura 2).

Eugenia jambolana . . Eugenia uniflora

Eugenia edulis

“ an” 3% 1 1 Red
iambolao . . pitangueira

“jaboticaba”

Eugenia brasiliensis |

Figura 2. Espécies representantes do género Eugenia.



2.2. ASPECTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO GENERO
EUGENIA

As espécies do género Eugenia apresentam uma variedade de
atividades biologicas, entre elas destacam-se a atividade antimicrobiana,
antioxidante, antidiabética e antiinflamatoria, que comprovam a eficécia
do uso das plantas deste género na medicina popular. Um exemplo é
Eugenia jambolana, conhecida como “jamboldo”, que ¢ utilizada na
medicina popular para problemas estomacais, como diurético e
antidiabético (TIMBOLA et al, 2002), e tem sido estudada
extensivamente por seu potencial antioxidante e antidiabético
(COUTINHO et. al., 2009), sendo esta Ultima a aplicacdo mais usada na
medicina popular (PEPATO et al., 2005). Eugenia uniflora € outra
espécie com uso na medicina popular, sendo utilizada como
antihipertensiva, diurética e para desordens gastricas (CONSOLINI,
BALDINI e AMAT, 1999). Ja a espécie Eugenia edulis, conhecida
popularmente como jaboticaba, é usada em inflamagfes e infeccOes
(HUSSEIN et al., 2003), bronquites, coqueluches e tosses em geral
(REVILLA, 2002).

Dentre as 400 espécies pertencentes ao género Eugenia, menos de
10 % foram estudadas quimicamente e biologicamente. As principais
atividades de espécies do género Eugenia estdo representadas na Tabela
1.

Tabela 1. Atividade biolédgica de extratos e compostos isolados de espécies
do género Eugenia.

Espécie Extrato/composto  Atividade Referéncia
Eugenia Eugenol (componente Antibacteriana HEMAISWARYA
aromatica do 6leo essencial) (bactérias Gram neg) e DOBLE, 2009
Eugenia Oleo essencial Antibacteriana MAGINA et al.,
beaurepaireana 2009
Cera epicuticular Antiinflamatéria MAGINA et al.,
2009
Eugenia Oleo essencial Antibacteriana MAGINA et al.,
brasiliensis 2009
Extratos e compostos Antiinflamatéria PIETROVSKI, et
das folhas al., 2008
Eugenia Oleo esséncia Acaricida FICHI et al., 2007

caryophyllata

Oleo essencia

Antibacteriana

OUSSALAH etal.,
2006

Extrato metandlico das  Antibacteriana contra Lletal., 2005
flores Helicobacter pylori
Oleo essencial Anticonvulsiva POURGHOLAMI



et al., 1999
Oleo essencial Antifungica DZAMIC et al.,
2009
Eugenol Antifingica AMIRI et al., 2008
Oleo essencial e Antiflngica GAYOSO et al.,
eugenol 2005
Oleo essencial Antiinflamatéria OZTURK etal.,
2005
Extrato metandlico das  Antiinflamatéria HONG, 2003
cascas do caule
Botdo floral Antioxidande JAYATHILAKAN
etal., 2007
Extratos aquoso e Antioxidante GULCIN et al.,
etandlico dos brotos 2004
Extratos do cortex e Antitumoral KIM et al., 2003

eugenol
Eugenol (componente
do 6leo essencial)

Citotéxica, indutora de
radicais livres e
apoptose e antitumoral

YOO et al., 2005

Extrato metandlico das  Inseticida Yl etal., 2008
flores
Extrato metanolico dos  Inseticida, e antifeedant ~ HAN, et al., 2006
brotos
Eugenia Oleo essencial Antibacteriana OUSSALAH et al.,
caryophyllus 2007
Eugenia Oleo essencial das Antiflngica COSTA et al., 2000
dysenterica folhas
Eugenia Derivados da Inibicéo do HIV-1 BOKESCH et al.,
hyemalis hidroguinona RNase H in vitro 2008
Eugenia Extrato etanélico das Antidiarréica MUKHERJE et al.,
jambolana cascas do caule 1998
Acido oleandlico Antifertilidade RAJASEKARAN
isolado das flores etal., 1988
Extrato etandlico e Antihiperglicémica e SHARMA et al.,
aquoso da polpa da estimulante da liberacdo 2006
fruta de insulina
Extrato etan6lico e Antihiperglicémica GROVER et al.,
aquoso das sementes 2000
Extrato etanélico das Antihiperglicéemica e SHARMA etal.,
sementes antihiperlipidemica 2003
Extratos aquoso e Antihiperglicémica e VIKRANT et al.,
alcoolico dos frutos e antihiperinsulinemica 2001

sementes

Extrato etanolico das
sementes

Extrato das sementes
rico em flavondides
Extrato etandlico das
sementes

Extrato etandlico das
folhas

Extrato hidroalcoolico

Antihiperlipidémica em
ratos diabéticos
Antihiperglicemico e
antihiperlipidemico
Hipoglicémica

Antimicrobiana
mediada por luz
Antinociceptiva

RAVI, et al., 2005

SHARMA et al.,
2008
KAR et al., 2003

COUTINHO et al,
2009
VILA-PENA et al.,



das folhas
Extratos das cascas

Extrato etandlico das
sementes

Extrato etandlico das
sementes

Extratos metandlico e
diclorometano das
folhas

Extrato etanolico das

Antioxidante
Antioxidante

Protecdo gastrica e
antioxidante

Protetora do DNA
exposto a radiacdo gama

Inibigdo de a-

2007
SULTANAc et al.,
2007
RAVI et al., 2004

CHATUVERDI et
al., 2007

JAGETIA e
BALIGA 2002

SHINDE et al,

sementes e fragoes glucosidase 2008
Eugenia Extrato 70% acetona Acéo antitumoral em YANG et al., 2000
jambos das folhas e taninos células HL-60
hidrolisaveis (leucemia) e SK-HEP-1
Extrato metandlico das  Antiinflamatdria SLOWING et
folhas al.,1994
Eugenia Extratos metandlico, Anti-viral contra virus LOCHER et al,
malaccensis aquoso e acetonitrila da Herpes, antifingicae 1995
das folhas e cascas antibacteriana
Eugenia Extrato cloroférmico Ac¢do quimiopreventiva GU et al., 2001

sandwicensis

do caule, triterpenos
B-sitosterol glicosilado
e 4cido galico

contra cancer de mama
em ratas

Eugenia Extrato metandlico das  Antibacteriana MACHADO et al.,
umbelliflora folhas e frutos (bactérias Gram-pos) 2005
Oleo essencial Antibacteriana MAGINA et al.,
2009
Extrato metanélico das  Protecdo gastrica MEYRE-SILVA et
folhas al., 2009
Eugenia Infusdo de folhas Antiinflamatdria SCHAPOVAL et
uniflora frescas al., 1994
Extrato aquoso das Anti-hipertensivo, efeito  CONSOLINI,
folhas inotrépico negativo, BALDINI E
acéo vasodilatadora e AMAT, 1999
levemente diurética
Extrato aquoso das Efeito no coracdo CONSOLINI e
folhas devido a sua acéo SARUBIO, 2002
hipotensiva
Extrato metanélico dos  Antioxidante EINBOND et al.,
frutos e antocianinas 2004

Extratos e taninos
(oenoteina B,
eugeniflorins D1 e D2)
e galocatequina
Flavonoides
(quercetina,
quercitrina, miricetina
€ miricitrina)

Extratos n-hexano,
acetatto de etila,
cloroférmico e
metandlico das folhas e

Inibicdo do DNA do
virus relacionado a
génese de tumores,
como o nasofaringeo
Inibidora da enzima
Xantina oxidase,
relacionada a artrite

Tripanomicida

LEE et al., 2000

SCHMEDA-
HIRSCHMANN et
al., 1987

ADEWUNMI et al.,
2001



fracdes

Oleo essencial das Citotéxica OGUNWANDE et

folhas e frutos al., 2005

Extratos das folhas Antihiperglicemica e ARAI et al., 1999
antihipertrigliceridemica

Extrato metandlico das  Antimicrobiana SOUZA et al., 2004

partes aéreas

De um modo geral, os compostos que mais se destacam nas
espécies do género Eugenia sdo os flavonodides e triterpendides, sendo
também encontrados chalconas e taninos.

Este género é bastante rico em compostos fenolicos, como taninos
e flavondides. O alto conteldo de compostos fenolicos confere as
espécies pertencentes ao género Eugenia uma grande atividade
antioxidante (EINBOND et al., 2004). Taninos hidrolisaveis foram
isolados de E. caryophylata ou cravo-da-india (TANAKA et al., 1996),
de Eugenia uniflora (LEE et al., 1997) e de Eugenia jambos de onde foi
isolado a casuarinina do extrato acetdnico das folhas (YANG, LEE E
YEN, 2000). Entre os flavonoides, na forma de glicosideo ou na forma
livre, observa-se uma predominancia do nicleo flavonol poliidroxilado,
sendo que as agliconas de flavondides que aparecem em maior
expressao sdo a quercetina e miricetina. Outras agliconas com o nucleo
flavonol também podem ser encontradas, como o canferol, gossipetina e
mearnsetina. Na Tabela 2 é apresentada uma panordmica dos
flavondides presentes em espécies do género Eugenia, e as suas
estruturas sdo representadas na Figura 3, onde é apresentado o ndcleo
aglicona e as demais substituicbes. Na Figura 4 sdo representadas as
estruturas de diferentes classes de compostos fenélicos encontradas em
espécies do género Eugenia.

Além de compostos fendlicos, foram descritos para 0 género
Eugenia compostos derivados do metabolismo dos terpenos, como os
triterpenos e esterdides. Os triterpenos pentaciclicos com o esqueleto
lupano, oleanano e ursano se destacam entre estes compostos. Os
compostos derivados de terpenos presentes no género Eugenia sdo
apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 5,6 e 7.



Tabela 2. Compostos encontrados em espécies do género Eugenia

Espécie

Fenolicos e Terpendides

Referéncia

Eugenia
brasiliensis

4cido ursdlico [1]

delfinidina 3-O-[1-glicosideo [2], &cido elagico
[3], rutina [4]

FRIGHETTO et al.,
2005

REYNERTSON et al.,
2008

Eugenia
caryophyllata

Cromonas polioxigenadas C-glicosideas:
isobiflorina [5] e biflorin [6]

ZHANG e CHEN 1997

Eugenia
edulis

gossipetina-3,8-dimetiléter-5-O-B-glicosideo [7],
gossipetina-3,5-dimetiléter [8], miricetina-3,5,3’-
trimetiléter [9], &cido galico [10]; acido
protocatéquico [11]; epi-galocatequina-3-O-
galato [12]; quercetina—3-O-B-galactosideo [13];
quercetina-3-O-B-(6"’-galoilglicosideo) [14];
quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo [15];
canferol-3-O-a-arabinofuranosideo [16];
miricetina-3-O-o.-ramnosideo (miricitrina) [17];
e quercetina [18]

HUSSEIN et al., 2003

Eugenia
hyemalis

3 novos galoil arbutins, 2-O-galoilarbutin, 4-O-
galoilarbutin, 2,6-di-O-galoilarbutin, 2,4,6-tri-O-
galoilarbutin, 1,2,6-tri-O-galoil-B-D-glucose,
camferol- 3-O-(6-O-galoil-B-D-glucopiranosideo)
[19], afzelina 2""-O-galato, afzelina 3"-O-galato, e
quercitrina [20].

BOKESCH et al., 2008

Eugenia
jambolana

miricetina-3-O-(4"’-acetil)-a-L-
ramnopiranosideo [21], quercetina, miricetina
[22] e miricitrina.
mearnsetina-3-O-(4"’-O-acetil)-o-L-
ramnopiranosideo [23] e miricetina-3-O-(4’-O-
acetil-2’-O-galoil)-o-L-ramnopiranosideo [24],
além de &cido galico, galato de metila, canferol
[25], miricetina, &cido elégico, acido 3-O-
metilelagico, miricitrina-4°’-O-acetil [26],
miricetina 4’-metill eter 3-O- o - L-
ramnopiranosideo [27], miricitrina, acido
clorogénico [28], quercetrina 4”-O-acetate [29],
canferol 3-O-B-D-glucuronopiranosideo [30],
quercetina 3-O-a-L-ramnopironsideo, miricetina
3-O-B-D-glucuronopiranosideo [31] e um
elagitanino (nilocitin) [32]

TIMBOLA et al., 2002

MAHMOUD et al.,
2001

Eugenia
jambos

Casuarinina [33] e 1-O-galoil castalagina

YANG et al., 2000

quercetina-3-O-B-D-xilopiranosil [34] e
miricetina-3-O-f-D-xilopiranosil [35]

SLOWING et al.,1994

Eugenia
javanica

mearnsitrina [36] e 2°-C-metil-5’-O-
galoilmiricetina-3-O-a-L-ramnopirasideo [37]
4’ ,6’-dihidroxi-2’-metoxi-3’,5’-dimetilchalcona
[38], 3-epi-betulinato de metila [39] além de
&cido ursdlico, acido jacumarico [40] e 4cido

NAIR et al., 1999

SRIVASTAVA et al.,
1995
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arjunélico [41]
2,4-dihidroxi-3,5-dimetil-6-metoxichalcona, 2,4-
dihidroxi-3-metil-6-metoxichalcona [42], 2,4-
dihidroxi-6-metoxichalcona [43], reinoutrin [44],
hiperina [45], miricitrina, quercitrina, quercetina,
guaijaverina [46], (S)-pinocembrin [47], &cido
galico e acido elégico

SIMIRGIOTIS et al,
2008

Eugenia 3-C-metil-apigenina-5-O-ramnosideo [48] e 3-C-  PAINULY E

kurzii metil-luteolina-5-O-ramnosideo [49] TANDON, 1983
Eugenia malvidina 3,5-O-diglucosideo [50] LONGO et al 2007
myrtifolia

Eugenia acido 6a-hidroxibetulinico [51], acido platanico LUNARDI et al., 2001
moraviana [52], &cido betulinico [53], e o B-sitosterol [54]

Eugenia Acido 3p-cis-p-cumaroiloxi-20.,23 GU et al., 2001

sandwicensis

dihidroxiolean-12-en-28-6ico [55], &cido 3f-
trans-p-coumaroiloxi-2a,23-dihidroxiolean-12-
en-28-dico [56], acido 23-trans-p-cumaroiloxi-
20,,3p-dihidroxiolean-12-en-28-dico [57], acido
alfitélico [58], &cido arjundlico, &cido betulinico,
4cido 2a,3a-dihidroxilup-20(29)-en-28-6ico
[59], acido 3p,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-6ico
[60], hederagenina [61], &cido maslinico [62], B-
sitosteril 3-O-B-d-glucopiranosideo [63] e
siringaldeido [64], além de 4cido gélico

Eugenia cianidina-3-O--glucopiranosideo e delfinidina- KUSKOSKI et al., 2003
umbelliflora 3-0-f-glucopiranosideo, petunidina-3-O-
glucopiranosideo [65], pelargonidina-3-O-4-
glucopiranosideo [66], peonidina-3-O-4-
glucopiranosideo [67] e malvidina-3-O-4-
glucopiranosideo [68]
Taraxerol [69], alfa-amirina [70], beta-amirina MEYRE-SILVA et al.,
[71], betulina [72] e acido betulinico, e acido 2009
trimetoxi elagico
Eugenia licopeno, seguido de rubixantina, cis-rubixantina, = AZEVEDO-MELEIRO
uniflora B-criptoxantina, cis-licopeno, B-caroteno, y- e RODRIGUEZ-
caroteno, zeaxantina, luteina, violaxantina e B- AMAYA, 2004

caroteno-5,6-epoxido
cianidina-3-O-4-glucopiranosideo [73] e
delfinidina-3-O-p-glucopiranosideo
Galocatequina, oenoteina B, eugeniflorins D1 e
D2

Eugeniflorins D1 e D2, oenoteina, 1,2,4,6-tetra-
O-galoil-B-D-glicose, e galocatequina e
miricitrina

acido oleandlico [74]

Quercetina, quercitrina, miricetina e miricitrina

EINBOND et al., 2004
LEE et al., 2000

LEE et al., 1997

RAJASEKARAN et al.,
1988

SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al.,
1987
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Compostos R1 Rz R3 R4 Rs Re R7
canferol
[16] O-Ara OH H H H OH H
[19] O -Glu(6-0- OH H H H OH H
galoil)
[25] OH OH H H H OH H
[30] O-Glu OH H H H OH H
gossipetina
[7] OCH;g O-Glc OCH;s H H OH OH
[8] OCH; OCH; OH H H OH OH
mearnsetin
a
[23] O-Rha(4”’-O- OH H H OH OCH; OH
acetil)
[36] O-Rha OH H H OH OCHj OH
miricetina
[9] OCHs OCH; H H OCH;Z OH OH
[17] O-Rha OH H H OH OH OH
[21] O-Rha(4’’-O- OH H H OH OH OH
acetil)
[22] OH OH H H OH OH OH
[24] O-Rha(4’’-O- OH H H OH OH OH
acetil-2’-0O-
galoil)
[26] O-Rha(4’’-O- OH H H OH OH OH
acetil)
[27] O-Rha OH H H OH OCH; OH
[31] O- Glu OH H H OH OH OH
[35] O-Xyl OH H H OH OH OH
[37] O-Rha OH H CH; OH OH O-
galoil
quercetina
[13] O-Gal OH H H OH OH H
[14] O-B-(67"- OH H H OH OH H
galoil)glc
[15] O-Ara OH H H OH OH H
[18] OH OH H H OH OH H
[20] O-Rha OH H H OH OH H
[29] O-Rha(4”-O- OH H H OH OH H
acetato)
[34] O-Xyl OH H H OH OH H
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[44] O-Xyl OH H H OH OH H

[45] O-Gal OH H H OH OH H

[46] O-Ara OH H H OH OH H

[48] CH; O-Rha H H H OH H

[49] CH;s O-Rha H H OH OH H

[4] O-Gle(67- I- OH H H H OH OH
Rha)

Figura 3. Estrutura dos flavonoides encontrados em espécies do género
Eugenia.

[2]R1=OH, R2=OH, R3=OH

[50] R1 = OCH; R2=0OCH;, R3=0-Gli
[73]R1=0OH, R2=H, R3=0H

[65] R1 = OCH3, R2=0OH, R3=OH
[66]R1=H, R2=H, R3=0OH

[67] R1=OCH; R2=H, R3=0OH

[68] R1 = OCH; R2=OCH;, R3=OH

Rz
HO l I CH;
Ry ‘

OH O
Cromonas

[5] R]_:H, RZ:GIC
[6] Ry = Glc, R,=H

OH
OH
Rq R2 H ° OH
R3 )
"OR
Acidos fenélicos e derivados HO  Flavanonol

[10] Ry =0OH,R; =0OH, R3=OH, R, = OH

[12] R= galato
[11]R;=0OH, R, =0OH, R3=OH, R,
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i s
N °F  hHo OCH; @
o)
OH
o) o@ —
OH y

OH "OH OH O

Chalconas

781 [38] R]_ = CH3, Rz = CH3

[421 R;=H, R,=CHj;
[43] R]_:H, R2:H

Flavanona
[47]

HO

HO

OH

Tanino [33]

Figura 4. Compostos fendlicos isolados de espécies do género Eugenia.
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[1] Ri=H, R;=BOH, R; = COOH
[40] R; = OH, R, = trans-p-cumaroiloxi, R; = COOH
[71] R1:H, RZZBOH, R3:CH3

o
p-cumaroiloxi mw o)LHC = CH—QOH

Rs3

)

Ry
Rs

R

7R6 R4

[39]R,=H, R,=0OH, Rs=CH, R;=H, Rs=COOCHs Rg=CH,
[51]Ri=H, R,=POH, Rs=CH, R,=OH, Rs=COOH, Re=CHs
[52]Ri=H, R,=POH, Rs=0, Ry=H, Rs=COOH, Rs=CHj
[53]Ri=H, R,=POH, Rs=CH, Rs=H, Rs=COOH, Rg=CHs
[58] R =OH, R,=BOH, Rs=CH, R,=H, Rs=COOH, Rg=CHs
[59] R =OH, R,=aOH, Rs=CH, Rs=H, Rs=COOH, Re=CH,
[60]R;=H, R;=BOH, R3=CH,; R;=H, Rs=COOH, Rs=CH,0OH
[72] Rl = H, R2 = (X,OH, R3 = CHz, R4 = H, R5 = CHon, Rg = CH3

Figura 5. Compostos terpénicos de espécies do género Eugenia.
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[69]
[32]
[41] R, = OH, R, = BOH, R; = CH,OH, R4= COOH
[74]Ri=H, R,=BOH, R; = CH;, R,= COOH
[70] Ry =H, R,=[I0OH, R; = CH;, R,= CH,4

[55] R; = OH, R, = cis-p-cumaroiloxi, R;= CH,OH, R,=COOH
[56] Ry = OH, R; = trans-p-cumaroiloxi, R;= CH,OH, R,= COOH

[57] R; = OH, R, = BOH, R3 = trans-p-cumaroiloxi, R,= COOH
[61]R;=H, R,=BOH, R; = CH,OH, R,= COOH
[62] Ry = OH, R, = BOH, R; =CH;, R,= COOH

o)
p-cumaroiloxi :mmo)kHC = CHOOH

Figura 6. Continuacdo compostos terpénicos de espécies do género
Eugenia.
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RO

[54]R=H
[63] R = Glicose

Figura 7. Compostos esteroidais de espécies do género Eugenia.

2.3. EUGENIA UMBELLIFLORA BERG

Eugenia umbelliflora Berg., tem como nome popular baguacu,
guapé e guamirim. E uma éarvore que cresce nas matas do sudeste do
Brasil. Na ilha de Santa Catarina muitas vezes é popularmente chamada
de “biguacu” (KUSKOSKI, 2000).

Eugenia umbelliflora tem a seguinte classificacdo taxonémica:
REVILLA (2002),

REINO Plantae

CLASSE Magnoliopsida
SUBCLASSE Rosidae

ORDEM Myrtales

FAMILIA Myrtaceae

SUBFAMILIA Mytoideae

TRIBO Myrtae

SUBTRIBO Eugeniinae

GENERO Eugenia

ESPECIE Eugenia umbelliflora Berg.

Baguacu é um arbusto ou uma pequena arvore de 3 a 10 metros de
altura, de tronco fino, geralmente um pouco tortuoso, casca quase lisa e
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clara, ramagem densa formando copa arredondada e espessa (Figura 8).
Apresenta folhas verdes opacas, robustas, ovais e largas, igualmente
atenuadas para ambos os extremos, de 7,5 a 9,0 cm de comprimento por
2,3 a 4,5 de largura. Os frutos sdo ovais, de 1 cm ou mais, coroados
pelos pequenos sépalos, similares & cerejas, com coloragcdo na casca
verde quando imaturos e vermelho-escura quando maduros e polpa
verde-translicida. Floresce durante os meses de fevereiro, marcgo e abril,
e seus frutos estdo maduros de julho a outubro (REITZ e KLEIN, 1969).

E nativa do Brasil, tipica de dunas fixas e dos terrenos baixos,
menos enxutos, bastante planos e arenosos, forma freqglientemente
agrupamentos muito tipicos e muitas vezes densos. E exclusiva da
restinga litoranea de Santa Catarina, é encontrada desde o extremo norte,
até a altura do Campo de Maciambu, municipio de Palhoga, indo dai
para o Sul do estado. (REITZ e KLEIN, 1969).

Figura 8. Eugenia umbelliflora.

Existem poucas referéncias na literatura a respeito desta planta.
Dos frutos desta espécie foi relatada a presenga de antocianinas
(KUSKOSKI et al., 2003). O oleo essencial das folhas também foi
estudado, mostrando um alto de teor de a-pineno (24,7%) e B-pineno
(23,5%) (APEL et al., 2002). No entanto, em estudo mais recente do
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6leo essencial das folhas mostrou que o sesquiterpeno viridiflorol foi o
composto encontrado em maior quantidade (17,7%), seguido dos
monoterpenos _1-pineno (13,2%) e [I-pineno (11,2%), diferindo do
estudo anterior, onde os monoterpenos foram encontrados em maior
guantidade (MAGINA et al., 2009a).

Estudos fitoquimicos com as folhas de Eugenia umbelliflora
resultaram no isolamento dos triterpenos taraxerol, [1-amirina, -
amirina, betulina e acido betulinico, e acido trimetoxi elagico dos frutos
(MEYRE-SILVA et al., 2009).

Extratos metandlicos das folhas e frutos desta espécie mostraram
promissora atividade contra microorganismos gram-positivos, como
Staphylococcus aureus (MACHADO et al, 2005). Também foi
verificada uma potente atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus para o 0leo essencial de E. umbellifora, além de uma atividade
significante contra as bactérias P. aeruginosa e E. coli (MAGINA et al.,
2009a). O extrato metandlico das folhas também apresentou atividade de
protecdo gastrica, demonstrada por uma significante inibicdo da
formacéo de Ulceras em diferentes modelos, provavelmente devido aos
triterpenos isolados das folhas (MEYRE-SILVA et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico da espécie Eugenia

umbelliflora, juntamente com a avaliacdo de possiveis atividades
bioldgicas do extrato, fragdes e compostos isolados da espécie estudada.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

YV VY

A\

Coletar a espécie para o trabalho e realizar sua identificacéo.
Obter a cera epicuticular das folhas de E. umbelliflora.

Obter o extrato bruto das folhas da espécie.

Fracionar o extrato bruto através de particionamento liquido-
liquido.

Isolar, através de métodos cromatograficos, metabolitos
secundarios presentes na espécie selecionada.

Identificar os metabolitos isolados através de técnicas
espectroscopicas como, espectroscopia no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono.
Caracterizar os metabolitos secundarios presentes no extrato
bruto e fragbes por eletroforese capilar.

Avaliar o potencial antibacteriano do extrato bruto, fracfes e
compostos isolados contra diferentes bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.

Submeter o0 extrato e fracbes a testes de atividade
antiinflamatdria topica.

Submeter o extrato bruto, fragdes e a cera epicuticular a teste de
atividade alelopatica.
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4 METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os solventes utilizados na obtencdo do extrato bruto e da cera
epiticuticular, particdo liquido-liquido do extrato bruto, cromatografia
em coluna (CC) e cromatografia em camada delgada (CCD) foram de
grau analitico PA.

As fracdes obtidas por particionamento liquido-liquido foram
submetidas aos procedimentos de fracionamento por cromatografia em
coluna (CC) utilizando-se como fase estacionaria silica gel 0,063 - 0,2
mesh para CC normal e 0,04 - 0,063 mesh para cromatografia em coluna
flash.

As fragbes e compostos obtidos foram analisadaos através de
CCD, utilizando-se placas de aluminio recobertas por silica gel 60
GF254, de marca Merck, com 0,25 mm de espessura e particulas entre 5
a 40 um de didmetro.  As substincias separadas nas placas
cromatogréaficas foram visualizadas utilizando varios métodos: revelacao
em camara de iodo, revelacdo com reagente de cloreto férrico 5% em
etanol, com sulfato cério e com reagente anisaldeido-sulfurico seguido
de aquecimento a 110 °C.

Para a concentracdo dos extratos e das fracGes foi utilizado o
evaporador rotatério a vacuo Fisatom, sob temperatura inferior a 60 ° C.

O ponto de fusdo dos compostos isolados foi determinado em
aparelho digital Micro Quimica MQA PF — 301. Para a obtencdo dos
espectros das substancias na regido do infravermelho (IV) utilizou-se
um espectrdmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC usando pastilhas
comprimidas de KBr. Os valores foram registrados em centimetros™
(cm™). Os espectros de ressonancia magnética de hidrogénio e de
carbono 13 foram obtidos em espectrofotdmetros Varian AS-400,
operando em 400 MHz para *H e 100 MHz para **C. Os deslocamentos
quimicos foram registrados em valores adimensionais & (ppm), tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os registros de
constantes de acoplamento foram feitos em Hertz (Hz), e a
mutiplicidade dos sinais foi indicada como segue: s = simpleto, d =
dupleto, t = tripleto e m = mutipleto.
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Para o teste de germinacdo de sementes utilizou-se estufa com
fotoperiodo (12h claro / 12h escuro) a 25°C. As sementes de Lactuca
sativa (alface) foram adquiridas comercialmente em lojas agropecuarias.

4.2. MATERIAL VEGETAL

O material vegetal — folhas de Eugenia umbellifora - foi coletado
nas imediac¢Bes do campus da UFSC, em mar¢o de 2008.

As amostras foram identificadas pelo Prof. Dr. Daniel de
Barcellos Falkenberg, Departamento de Boténica, UFSC. A exsicata foi
depositada no herbario FLOR, no Departamento de Botanica, UFSC,
sob os nimeros FLOR —17890.

As folhas secas em estufa e moidas foram destinadas a obtencéo
do extrato bruto hidroalcodlico e as folhas integras recém colhidas
foram reservadas para a extracdo da cera epicuticular, ainda com o
material fresco.

4.3. ANALISE FITOQUIMICA DE EUGENIA UMBELLIFLORA

4.3.1. Obtencdo da cera epicuticular

Para obtencéo da cera epicuticular, folhas recém coletadas da
espécie vegetal foram submersas em hexano por 5 minutos. Apos
filtracdo, o solvente foi evaporado em rotaevaporador, obtendo-se a cera
epicuticular.

4.3.2. Preparacéo do extrato bruto

As folhas destinadas a obtencdo do extrato bruto foram
submetidas a secagem a 50° C em estufa com circulacdo de ar. Apos a
secagem, 0 material foi moido em moinho de facas.

As folhas secas e moidas de Eugenia umbelliflora (1,793 Kg)
foram maceradas em etanol 70 % durante 7 dias. O extrato obtido foi
filtrado e o solvente extrator evaporado em rota-evaporador (60°C) com
condensador acoplado sob vacuo, sendo concentrado até seu volume ser
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reduzido em 1/3 do volume inicial, de forma que o solvente evaporado
fosse recuperado e posteriormente reutilizado para nova maceracédo. Este
mesmo procedimento foi realizado por mais duas vezes. Os extratos
resultantes das trés maceracdes foram entdo reunidos, resultando no
final das extrages em 270 g de extrato bruto seco.

Este extrato foi encaminhado para o procedimento de
fracionamento liquido-liquido pra obtencgéo das fracGes.

4.3.3. Fracionamento do extrato bruto

O extrato bruto (270 g) foi ressuspendido em agua e deixado em
repouso na geladeira por 7 dias. Através deste processo foi obtido um
precipitado que foi chamado de fragcdo insoluvel. Ap6s o precipitado ser
separado, através de filtracdo, este extrato foi entdo fracionado através
de particdo liquido-liquido por solventes de diferentes polaridades,
como hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, segundo o
esquema demonstrado na Figura 9, para dar origem a fragdes de
polaridade diferentes.

Material vegetal
seco e moido
1,793 Kg

Maceragdo em etanol 70%
Filtragdo
Evaporagéo do solvente

Extrato bruto
hidroalcoélico
2700 g

Fracéo insoltvel Suspensdo em agua
499 Filtracdo

Particdo liquido-liquido

Fracéo Fracéo Fracéo acetato Fracéo Fracéo
hexano Diclorometano de etila butanol Aquosa
854 3,79 22,09 40,19 146,0 g

Figura 9. Procedimento de fracionamento adotado para o extrato bruto.
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Apo6s o particionamento liquido-liquido do extrato bruto, as
fragbes obtidas neste processo foram concentradas em rota-evaporador
sob pressdo reduzida até a completa eliminacdo do solvente, sendo
determinados seus rendimentos. O extrato bruto e as fracGes obtidas
foram encaminhados para a avaliacdo de suas atividades biolégicas.

A fracdo insoluvel e as fragdes hexano, acetato de etila e butanol,
obtidas na particdo, foram submetidas as técnicas de cromatografia em
coluna, empregando como eluentes misturas de solventes de grau
crescente de polaridade, sendo geralmente misturas de hexano:acetato
de etila e acetato de etila:etanol.

As fragcBes obtidas das colunas foram analisadas através de
cromatografia em camada delgada (CCD), e agrupadas apds avaliacdo
de seus indices de retencdo (Rf), suas caracteristicas apds a exposicao
em radiacdo ultravioleta e coloracdo apds pulverizagdo com reveladores
como anisaldeido sulfarico, sulfato de cério, cloreto férrico e vapores de
iodo. As fragdes agrupadas foram novamente submetidas a
cromatografia em coluna, quando necessario, para a obtencdo de
compostos isolados.

A determinacdo estrutural dos compostos isolados obtidos se deu
através da identificacdo de caracteristicas fisicas, como o ponto de fuséo
e do uso de técnicas espectroscdpicas, como infravermelho (1V),
ultravioleta (UV), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e °C e
técnicas como DEPT, HETCOR e COSY. No caso de substancias néo
inéditas, o uso de padrbes cromatograficos, em cromatografia em
camada delgada ou eletroforese capilar, bem como a consulta a literatura
para comparacdo de dados espectroscopicos auxiliou na identificagdo.

4.3.3.1. Fracionamento da fracdo insollvel

A fracdo insolGvel (42,39 g) foi submetida a uma cromatografia
em coluna de silica gel. Como fase mdvel, iniciou-se a coluna com
100% de hexano, aumentando gradativamente a polaridade do solvente
através da adicdo de acetato de etila e etanol, até a polaridade de 100 %
de etanol. Desta coluna foram coletadas 48 fra¢fes de 100 mL cada, que
depois de evaporadas foram comparadas via cromatografia em camada
delgada, e reunidas quando similares (Figura 10).
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As fragOes reunidas 8-9 e 15-33 foram recromatografadas. A fragdo 8-9
(1,0 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna de silica gel, sendo
eluida com 100% de hexano, aumentando gradativamente a polaridade
do solvente através da adicdo de acetato de etila, até a polaridade de 100
% de acetato de etila. Desta coluna néo foi obtido nenhum precipitado.
A fracdo 15-33 (1,58 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna
de silica gel, sendo eluida com 100% de hexano, aumentando
gradativamente a polaridade do solvente através da adicdo de acetato de
etila, até a polaridade de 100 % de acetato de etila. Desta coluna foram
coletadas 57 fracGes, sendo que da fracdo 18 a 23 foi obtido um
precipitado branco denominado de C1.

Fracéo insoltvel

(42,399)
Coluna cromatografica 1
Hex - AcOet - EtOH
48 fracdes
| 1-4 | | 5-7 | | 8-9 | | 10-11 | | 12-14 | | 15-33 | | 34-39 | | 40-48 |
Coluna cromatografica || Coluna cromatografica 3
2 Hex - AcOet
Hex - AcOet 57 fragdes
14 fragBes
18-23
Hex:AcOet 90:10
C1

Figura 10. Fracionamento cromatografico da fragdo insoltvel.

4.3.3.2. Fracionamento da fracdo hexano

A fracdo hexano (4,15 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica gel. Como fase mével, iniciou-se a coluna com 100% de
hexano, aumentando gradativamente a polaridade do solvente através da
adicdo de acetato de etila, até a polaridade de 100 % de acetato de etila.
Desta coluna foram coletadas 34 fragdes de 100 mL cada, que depois de
evaporadas foram comparadas via cromatografia em camada delgada, e
reunidas quando similares (Figura 11).
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Fracdo hexano

(4159)
Coluna cromatogréafica 4
Hex - AcOet
34 fraces
| 1 | |2- | |6-7 | |8-1l | | 1217 | | 18 | |19-20 | | 21-24 | | 25-27 || 28-34 |
Purificacdo [

Hex:AcOet 90:10
M1

Figura 11. Fracionamento cromatogréfico da fracdo hexano.

A fracdo 18 apds purificada resultou no isolamento de uma
mistura de dois triterpenos, e foi denominada de M1. Essa mistura de
compostos eluiu na proporcéo de Hex/AcOEt 90:10.

4.3.3.3. Fracionamento da fracdo acetato de etila

A fracdo acetato de etila (20,0 g) foi submetida a uma
cromatografia em coluna de silica gel. Iniciou-se a coluna com 100% de
hexano, aumentando gradativamente a polaridade do solvente através da
adicdo de acetato de etila e etanol, até a polaridade de 100 % de etanol.
Desta coluna foram coletadas 44 fragdes de 100 mL cada, que depois de
evaporadas foram comparadas via cromatografia em camada delgada, e
reunidas quando similares (Figura 12).
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(209)
Coluna cromatogréfica 5
Hex - AcOet - EtOH
44 fragdes
D 2-5 6-7 8-13 14-20 21-23 24 25-30 31 32-33 34-36 37-43
[
— Coluna cromatogréfica 7
|| Coluna cromatografica 6 - Hex - AcOet
Hex - AcOet 5
23 fracOes
35 fracdes ¢
——
4-5
Hex : AcOet 6-12
5050
Coluna cromatografica 8
8 11 Hex - AcOet
Hex : AcOet 80:15 Hex : AcOet 80:15 6 fracdes
M2 Igual a M1
2-4
Hex : AcOet 50:50
Igual a C2

Figura 12. Fracionamento cromatografico da fragdo acetato de etila.

As fragBes reunidas 6-7 e 14-20 foram recromatografadas em
coluna de silica gel, sendo eluidas com 100% de hexano, aumentando
gradativamente a polaridade do solvente através da adicdo de acetato de
etila, até a polaridade de 100 % de acetato de etila. Da coluna das
fracBes 6-7 foram coletadas 35 fragdes, sendo que na fracdo 8 foi obtido
um precipitado branco, correspondente a mistura de dois esteréis, M2, e
na fracdo 11 a mesma mistura de triterpenos obtida da fracdo hexano.
Da coluna das fracdes 14-20 foram coletadas 23 fracdes, sendo que da
fragdo 4-5 foi obtido um precipitado branco, C2. Das fra¢bes 6-12 foi
obtido novamente o composto 2.
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4.3.3.4. Fracionamento da fragdo butanol

A fracdo butanol (35,0 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica gel. Iniciou-se a coluna com 75 % de acetato de etila e
25% de hexano, aumentando gradativamente a polaridade do solvente
através da adicdo de acetato de etila e etanol, até a polaridade de 100 %
de etanol. Desta coluna foram coletadas 31 fragfes de 100 mL cada, que
depois de evaporadas foram comparadas via cromatografia em camada
delgada, e reunidas quando similares (Figura 13).

Fracéo butanol

(359)
Coluna cromatogréfica 9
Hex- AcOEt - EtOH
31 fracdes
1-3 4-7 8-10 11-13 14-16 17-19 20-22 23-39 30 31

Coluna cromatogréfica 10
Hex- AcOEt - MeOH
31 fracdes

2
Hex : AcOet 50:50
M3

Figura 13. Fracionamento cromatografico da fragdo butanol.

A fracdo 20-22 foi recromatografada em coluna de silica gel,
sendo eluida com 50 % de hexano e 50 % de acetato de etila,
aumentando gradativamente a polaridade do solvente através da adicdo
de acetato de etila e, ou, metanol, até a polaridade de 50% de metanol.
Na fragdo 2 foi obtido um precipitado amarelo, M3, identificado como
sendo o flavonoide quercetina.



29

4.4. ANALISE DAS AMOSTRAS VEGETAIS POR ELETROFORESE
CAPILAR

As analises foram conduzidas em um equipamento de
eletroforese capilar HP*PCE da Agilent Technologies (Palo Alto, CA,
USA) equipado com um detector de arranjo de diodos. A temperatura
do capilar foi mantida em 25 °C e a aquisi¢cdo e tratamento dos dados
foram feitos no programa HP ChemStation (rev A.06.01). As amostras
foram injetadas hidrodinamicamente (50 mbar por 3 s). A voltagem
aplicada foi 30 kV, com polaridade positiva no lado da injecdo. Todos
0s experimentos foram realizados usando um capilar de silica fundida,
com revestimento externo de poliimida (Polymicro, Phoenix, AZ, USA)
48.5 cm (8,5 cm effective length) x 50 um ID x 375 pum.

Todos os reagentes utilizados no preparo dos eletrélitos sdo de
grau analitico. Agua deionizada foi usada no preparo de todas as
solucbes (Milli-Q deionizer, Millipore, Bedford, MA, U.S.A)).
Tetraborato de sédio (TBS) foi adquirido da Merck (Rio de Janeiro,
Brasil) e metanol (MeOH) da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brazil).
Solucio estoque de TBS (100 mMol L™) foi usada para preparar a
solucdo de eletrolitos. A solugdo de eletrélito otimizada para a analise de
flavondides era composta de 25 mMol L™ de TBS e 14 % MeOH a pH
9,30.

O extrato bruto e as fragdes vegetais, com exce¢do de M3, foram
analisados também, apds serem submetidos a uma hidrolise acida. Neste
caso, 500 pL de cada extrato vegetal foi diluido duas vezes com agua. A
amostra diluida foi transferida para um tubo de ensaio com tampa € a ela
foi adicionado 200 uL de HCI 8 M e colocado em estufa a 100°C
durante 1 hora. Ap6s o tempo de hidrolise, esperou-se arrefecer o tubo e
adicionou-se 2 mL de 4gua e 2 mL de acetato de etila para extragdo das
agliconas. Depois da agitacdo e separacdo de fases, o sobrenadante foi
transferido para um tubo conico e mais uma extracdo com 2 mL de
acetato de etila foi feita. Em seguida, o sobrenadante foi seco sob fluxo
de N, e o residuo foi ressuspendido em 400 pL com uma solucédo
EtOH:H,0 50 %. Apos, as amostras foram diluidas quatro vezes com a
mesma solu¢do EtOH : H,O 50 % e injetadas no equipamento de
eletroforese capilar.
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4.5. AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1. Atividade Alelopatica

Este bioensaio foi realizado conforme metodologia utilizada por
NISHIMURA et al. (1984). Em placas de Petri foram colocados discos
de papel-filtro Whatmann n° 1 (5,0 cm de didmetro), impregnados com
1,0 mL de solucdo da amostra vegetal nas concentracdes de 0,25 a 2,0 %
(m/v). Apos adicionou-se 1,0 mL de tween 80 (100 ppm).

As placas com o papel impregnado foram deixadas em repouso
por 24h. Apos esse periodo cada disco de papel recebeu 25 sementes de
Lactuca sativa (alface), distribuidas aleatoriamente. O teste foi feito em
triplicata para cada concentracdo de amostra vegetal. Como controle
negativo foi utilizado procedimento similar, porém sem a adi¢do de
amostra vegetal. A germinacdo das sementes foi conduzida em estufa
com fotoperiodo (12h claro / 12h escuro) a 25°C. Como critério de
germinacdo foi estabelecido a protrusdo radicular. Os discos de papel
filtro foram mantidos Umidos por meio de regas diarias com agua
destilada. As leituras das sementes germinadas foram diarias e o
experimento foi concluido apds cinco dias.

Apo6s o término do experimento foram feitas as medidas do
comprimento da radicula e do hipocétilo (ou cauliculo) de cinco
plantulas por placa utilizando-se papel milimetrado, e foi determinado o
indice de velocidade de germinacdo (IVG). IVG= N1/T1 + N2/T2 + ...,
onde N1, N2 é o numero de sementes germinadas no periodo de tempo
T1 e T2, respectivamente. Os dados obtidos para 0s extratos em
diferentes concentragdes foram sempre comparados com o controle
negativo (testemunha).

O tratamento estatistico segue o modelo ANOVA - O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com
trés repeti¢des cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia.
Em um nivel de confianca de 1%, se o coeficiente de Fisher (F)
calculado for maior que o tabelado, entdo a variacdo dos pardmetros
avaliados é significativa (Vieira, 1989).

4.5.2. Atividade Antibacteriana

Os experimentos para a determinacdo da atividade antibacteriana
do extrato bruto hidroalcéolico, fracdes e compostos isolados de E.
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umbelliflora foram realizados no laboratério de Microbiologia Clinica
da Universidade Regional de Blumenau, sob a supervisdo do professor
Eduardo Monguilhott Dalmarco.

Para a determinacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas
as bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Listeria monocytogenes (ATCC 35152), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) e MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus —
ATCC 43300); e as Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Shiguela flexineri (ATCC
12022), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Citrobacter freundii
(ATCC 8090) e Enterobacter cloacae (ATCC 13047).

As amostras vegetais foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
(DMSQO), com objetivo de se produzir solugdes-mée contendo 100
mg/mL. Posteriormente foram realizadas diluicBes seriadas destas
solucbes em caldo Brain Heart Infusion (BHI), produzindo
concentracBes variando de 50 mg/mL a 1,5 pg/mL, distribuidas em
volumes de 100 uL em cada poco da placa de microdiluicdo estéril de
96 pocos. Em cada pogo foi adicionado 5 uL do indculo bacteriano
contendo 5 x 10° UFC/mL de cada microorganismo testado. Os
experimentos foram realizados em duplicata e as placas incubadas em
aerobiose a 36°C * 1°C por 24 horas. Apos esta incubacdo inicial,
adicionou-se 10 L de cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazdlio (5% v/v) em
metanol, a cada microcavidade da placa utilizada no experimento (CLSI,
2005). Em seguida, realizou-se outra incubacdo em aerobiose por 30
minutos a temperatura de 36°C + 1°C, onde foi possivel verificar a
mudanca de coloracdo para vermelho nos micropogos onde ha presenca
de bactérias vidveis, ou seja, onde os extratos, fracdes e compostos nao
foram capazes de inibir o crescimento bacteriano.

A menor concentracdo onde ndo houve crescimento bacteriano
foi chamada de concentracdo inibitéria minima (CIM). Como controle
de inibicdo bacteriana foi utilizado o antibidtico de referéncia
gentamicina, um antibidtico que apresenta boa atividade contra todas as
cepas testadas em nosso experimento, com exce¢cdo para O
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA).

Para a classificacdo da atividade antibacteriana de extratos e
fracbes, foi utilizado o critério proposto por MACHADO e
colaboradores (2005). Os extratos e as fragcdes que apresentaram valores
de CIM menores que 10 pg/mL foram considerados excelentes; valores
de CIM entre 10 e 100 pg/mL foram considerados bons; valores de CIM
entre 100 e 500 pg/mL apresentaram atividade moderada; valores de
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CIM entre 500 e 1000 pg/mL apresentaram fraca atividade e para
valores de CIM acima de 1000 pg/mL os extratos e fracGes foram
considerados inativos. Ja para a classificacdo da atividade antibacteriana
dos compostos isolados, foi utilizado o critério proposto por RIOS e
RECIO (2005), o qual classifica como moderada atividade compostos
com valores de CIM entre 10 a 100 pg/mL e como excelente atividade
antibacteriana compostos com CIM abaixo de 10 pg/mL.

4.5.3. Atividade Antinociceptiva

Os experimentos para a determinagdo da atividade
antinociceptiva do extrato hidroalcodlico bruto de E. umbelliflora foram
realizados no Laboratorio de Neurobiologia da Dor e Inflamacdo do
Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob a supervisdo do Prof. Dr. Adair Roberto Soares
Santos.

Foram utilizados ratos Wistar (180 a 220 g) e camundongos
Swiss (25 a 35 g), machos fornecidos pelo Biotério Central da UFSC.
Os animais foram mantidos em temperatura constante (23 + 2° C), ciclo
claro-escuro de 12 horas e tratados com &gua e racdo ad libitum. Os
animais permaneceram no laboratério por um periodo de adaptacdo
antes da realizacdo dos experimentos. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica de Experimentacio Animal da UFSC.

O modelo de nocicepg¢do induzida pela formalina permite avaliar
dois tipos distintos de nocicepcdo: a de origem neurogénica
(estimulacdo direta das fibras nociceptivas) e a de origem inflamatéria
(caracterizada pela liberagio de mediadores inflamatdrios)
(HUNSKAAR e HOLE, 1987, TIGLSEN et al., 1992). A metodologia
utilizada foi essencialmente a mesma descrita por Santos e Calixto
(1997). Os animais utilizados foram individualmente ambientados em
funis de vidro. Um volume de 20 uL de solu¢do de formalina 2,5%
(0,92% formaldeido) foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na superficie
ventral da pata direita do animal, sendo individualmente observado o
tempo que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata
injetada de 0-5 min (fase neurogénica) e de 15-30 min (fase
inflamatéria) apds a injecdo da formalina. Os animais receberam o
extrato bruto de E. umbelliflora (30 - 300 mg/kg, v.0.) ou veiculo (10
mL/kg, v.0.) 1 h antes da administracdo da formalina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérias espécies de Eugenia foram alvos de estudos quimicos e
farmacoldgicos, porém, como ja dito anteriormente, para a espécie E.
umbelliflora poucos estudos foram realizados. Por este motivo ocorreu o
interesse no desenvolvimento deste trabalho.

5.1. ANALISE FITOQUIMICA DE EUGENIA UMBELLIFLORA

5.1.1. Obtencao da cera epicuticular

Folhas recém coletadas da espécie vegetal foram submersas em
hexano por 5 minutos. Apds filtragdo, o solvente foi evaporado em
rotaevaporador, obtendo-se a cera epicuticular com rendimento de 0,204
%.

5.1.2. Preparacdo do extrato bruto

Apo6s macerado, o material vegetal foi filtrado, e o extrato
concentrado no evaporador rotatorio. O peso do extrato bruto foi
determinado, e seu rendimento foi calculado em porcentagem, em
relacdo & quantidade de material vegetal seco de partida utilizado para a
extracdo. O resultado do rendimento estd demonstrado na tabela 3, a
seguir:

Tabela 3. Rendimento do extrato bruto de Eugenia umbelliflora.

Material Peso do material (g) %o de rendimento
Folhas secas 1793,0 -
Extrato bruto folhas 270,0 15,06

5.1.3. Fracionamento do extrato bruto

Apos ser concentrado, o extrato bruto foi ressuspendido em agua
e deixado em repouso na geladeira por 7 dias. Através deste processo foi
obtido um precipitado que foi chamado de fracdo insolivel. O
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precipitado foi separado através de filtracdo e, o filtrado restante, foi
entdo fracionado através de particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol).
Apos a evaporacdo dos solventes sob pressdo reduzida, os pesos das
fracBes foram determinados, e seu rendimento foi calculado em
porcentagem, em relagdo ao peso de extrato bruto obtido no processo de
maceracdo, como mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento das fragBes obtidas a partir do extrato bruto
de Eugenia umbelliflora.

Fracéo Peso do material % de rendimento
(9)

Extrato bruto 270,0 -
Fracéo insoltvel 49,0 18,15
Fracdo hexano 8,5 3,15
Fracdo diclorometano 3,7 1,37
Fracdo acetato de etila 22,0 8,15
Fracdo butanol 40,1 14,85
Fracdo aquosa 146,0 54,07

5.1.3.1. Fracionamento da fracdo insoltvel

Do fracionamento da fragdo insoltvel (Figura 10, pagina 25) foi
obtido um precipitado que apds recristalizagdo em metanol se
apresentou na forma de um sélido branco. Esse sélido, com ponto de
fusdo 149,2 — 152,0 °C, apresentou apenas uma mancha quando
analisado em CCD e foi denominado de C1.

Analisando o espectro de infravermelho em pastilna de KBr
(Figura 14), observa-se uma banda intensa e larga com maximo de
absorcdo em 3389 cm™ caracteristica do estiramento do grupo O-H, uma
banda em 2931 cm™ referente a deformacdo axial de C-H alifatico, além
de uma banda em 1616 cm™ de absorcdo de carbonila, que nesse baixo
comprimento de onda indica a presenca de algum tipo de conjugacdo,
como a conjugacao de &cidos carboxilicos.
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A andlise do espectro de RMN de *H (Figura 15) mostra um
singlete em 10,71 ppm, referente ao hidrogénio de aldeido, e um duplete
em 5,56 ppm, com integracdo para um hidrogénio e com J = 3,32 Hz,
correspondente a um atomo de hidrogénio ligado a carbono sp?.
Observa-se a presenca de um triplete em 3,13 ppm, com integracdo para
trés hidrogénios e com J = 7,22. Em 2,79 ppm observa-se um duplo-
duplete com integracdo para dois hidrogénios e com J = 13,67 e 2,74
Hz, e em 2,47 um duplo-duplete com integracdo para dois hidrogénios e
comJ=113e 2,54 Hz.

\\\\\

Figura 14. Espectro de Infravermelho (KBr) de C1.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H (acetona deuterada) de C1.

No espectro de RMN **C (Figura 16) observa-se a presenca de 20
sinais. O sinal em 193,49 ppm correspondente a carbonila de aldeido.
Observou-se ainda em 150,37 ppm um sinal referente a carbono
guartenario e em 123,75 ppm um CH que correspondes aos carbono de
uma dupla ligacédo trissubstituida. Foi observado também. O sinal em
73,06 ppm corresponde a um carbono ndo protonado ligado a uma
hidroxila.

A elucidacéo da estrutura do composto C1 ndo foi completada até
0 momento visto que mais analises sdo necessarias para a completa
elucidacdo do composto, que parece se tratar de um diterpeno.
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Figura 16. Espectro de RMN de **C (acetona deuterada) de C1.

5.1.3.2. Fracionamento da fracdo hexano

Do fracionamento da fragdo hexano (Figura 11, pagina 26) foi
obtido um precipitado que apds recristalizagdo em metanol se
apresentou na forma de um solido branco. Esse sélido, com faixa de
fusdo entre 226,7 — 227,0 °C, quando analisado em CCD apresentou
uma mancha de coloracdo violeta ao ser revelado com anisaldeido
sulfarico, e foi denominado de M1.

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr (Figura 17)
apresentou um perfil de absorcdo tipico de estruturas esteroidais ou
triterpénicas. Foi verificada a presenga de uma banda intensa e larga
com maximo de absorcdo em 3389 cm™ caracteristica do estiramento do
grupo O-H. Na regido de 2980-2840 cm™ foi observado um grupo de
bandas de absorgao para estiramentos C-H, cuja alta intensidade indica a
presenga de uma grande cadeia hidrocarbonada que juntamente com a
complexidade do espectro na regido de deformacGes angulares abaixo de
1462 cm™ indica ndo se tratar de uma cadeia hidrocarbonada linear.
Além disso, observou-se uma banda de menor intensidade em 1631 cm’
! correspondente a absorcéo de estiramento de ligacdo C=C, indicando a
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presenca de dupla ligacdo no composto. Considerando-se também o alto
ponto de fusdo, sugere-se tratar de triterpenos hidroxilados.

A analise do espectro de RMN 'H (Figura 18) permitiu a
visualizag&o de dois tripletes com J=3,7 Hz, um em 5,14 ppm, de maior
intensidade, e 0 outro em 5,19 ppm, de menor intensidade, em uma
proporcéo de 2:1 (Figura 19), correspondentes a a&tomos de hidrogénios
ligados a carbono sp*, tipicos de ligacdo dupla trissubstituida de alguns
triterpenos, como por exemplo os de esqueleto oleanano e ursano. A
diferenca de intensidade desses sinais sugere a presenca de uma mistura
de compostos. Observou-se também em 3,53 ppm um duplete com
constante de acoplamento para hidrogénios geminais, J = 10,93Hz,
atribuido a um dos hidrogénios ligados ao grupo CH, ligado a uma
hidroxila, em 3,21 ppm um duplo duplete com constantes de
acoplamento axial-axial e axial-equatoria, J; = 10,93Hz e J, = 5,07 Hz,
respectivamente, referente ao hidrogénio carbindlico do C-3 dos
triterpenos, e sobreposto a esse sinal um duplete com constante de
acoplamento para hidrogénios geminais, J = 10,93Hz, referente ao outro
hidrogénio do grupo CH; ligado a uma hidroxila. Além desses sinais,
observou-se duas regies espectrais muito complexas, uma em 0,73 —
1,25 ppm com seis sinais que foram atribuidos a grupos metilicos e
outra em 1,32-1,82 ppm que correspondem a hidrogénios metilénicos e
metinicos.

Figura 17. Espectro de Infravermelho (KBr) de M1.
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Figura 20. Espectro de RMN de *C (CDCls) de M1.

Na andlise do espectro de RMN **C (Figura 20) pode-se observar
a presenca de mais de 30 sinais, confirmando a hipdtese de uma mistura
de triterpenos. Entre 15,0 e 56,0 ppm foi verificado uma grande
guantidade de sinais, entre eles seis sinais correspondentes as metilas.
Foi observado também dois sinais de carbonos ligados a hidroxila em
79,00 (CH), referente ao C-3, e 69,94 ppm (CHy), referente ao C-28,
além de dois pares de sinais caracteristicos de carbonos olefinicos em
125,04 e 138,08, para 0 composto majoritario, e em 122,37 e 144,21
ppm, para 0 composto minoritario, correspondentes aos carbonos da
ligacdo dupla entre C-12 e C-13, que confirmam a presenca de uma
mistura de triterpenos com esqueleto ursano e oleanano.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN
de 'H e *C com dados da literatura (PAULETTI et al., 2002, MAHATO
e KUNDU, 1994) permitiu concluir que a mistura M1 é formada pelos
triterpenos uvaol, com esqueleto ursano, e eritrodiol, com esqueleto
oleanano. Os valores dos deslocamentos quimicos do composto
majoritario (uvaol) estdo listados na Tabela 5 e as estruturas dos
compostos na Figura 20.



Tabela 5. Comparacéo dos valores dos deslocamentos de RMN *C do
composto majoritario da mistura M1 (uvaol e eritrodiol) com valores
descritos na literatura.

§ 3C (ppm) (100 MHz)

Carbono Uvaol ? Uvaol
1 38,8 38,87
2 27,3 26,00
3 79,0 79,02
4 38,8 38,00
5 55,4 55,16
6 18,4 18,33
7 329 32,82
8 39,4 40,00
9 478 47.65
10 37,2 36,88
11 23,4 23,32
12 125,0 125,04
13 138,0 138,08
14 42,8 42,04
15 29,2 27,25
16 22,6 23,3
17 36,8 36,9
18 541 54,02
19 38,9 39,36
20 39,4 39,43
21 30,7 *
22 30,6 30,62
23 28,1 28,12
24 15,4 15,63
25 15,6 15,70
26 16,9 17,36
27 23,4 23,38
28 69,7 69,49
29 16,2 16,77
30 21,3 21,34

TMAHATO e KUNDU, 1994, ° presente na mistura
* sinal ndo observado no espectro
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uvaol eritrodiol

Figura 21. Estrutura dos triterpenos presentes em M1.

Estes triterpenos ja foram isolados anteriormente na Familia
Myrtaceae na espécie Eucalyptus globulus, também em mistura, e foi a
primeira vez que foram isolados na espécie em estudo, e no género
Eugenia.

5.1.2.3. Fracionamento da fracdo acetato de etila

Do fracionamento da fracdo acetato de etila (Figura 11, pagina
27) foram obtidos dois precipitados. O precipitado obtido na fracéo 8 ,
apo6s recristalizacdo em metanol apresentou forma cristalina de
coloragdo branca. Esse cristal, com faixa de fusdo entre 120,2 — 121,0
°C, quando analisado em CCD apresentou uma mancha de coloragdo
violeta ao ser revelado com anisaldeido sulfurico, e foi denominado de
M2.

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr apresentou
um perfil de absorcdo tipico de estruturas esteroidais ou triterpénicas.
Uma banda intensa e larga com méximo de absorcdo em 3438 cm™
caracteristica do estiramento da ligagdo O-H; um grupo de bandas de
absorcdo para estiramentos C-H na regido de 2980-2840 cm™, cuja alta
intensidade indica a presenca de uma grande cadeia hidrocarbonada que
juntamente com a complexidade do espectro na regido de deformag6es
angulares abaixo de 1462 cm™ indica ndo se tratar de uma cadeia
hidrocarbonada linear. Além disso, observou-se uma banda de menor
intensidade em 1629 cm™, correspondente a absorcéo de estiramento de
ligacéo dupla C=C (Figura 22). Estes dados juntamente com o ponto de
fusdo na faixa de 120,0 °C, sugere-se tratar de uma estrutura esteroidal.
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A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 23) permitiu a
visualizacdo um grupo de sinais na regido de campo alto entre 0,6-2,4
ppm tipicas de estruturas esteroidais. Verificou-se em 5,34 ppm a
presenca de um sinal largo referente a hidrogénios ligados a carbono sp
A presenca do multiplete centrado em 3,52 ppm sinaliza a presenca do
hidrogénio carbindlico tipico da PB-hidroxilagdo do C-3 do sistema
ciclopentanoperidrofenantreno caracteristica dos fitoesterois.

0!

Figura 22. Espectro de Infravermelho (KBr) de M2.
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Figura 24. Espectro de RMN *C (CDCl;) de M2.

Na analise do espectro de RMN de *3C (Figura 24) observou-se a
presencga de cerca de 33 sinais, indicando a presenca de mistura, visto
gue o0s esqueletos esteroidais apresentam entre 27 e 29 carbonos.

Desses sinais, quatro sdo caracteristicos de carbonos sp? (Sc
121,71, 129,29, 138,30 e 140,77 ppm) e sugerem a presenca de duas
ligacdes duplas. Estes sinais sdo caracteristicos de compostos com
esqueletos esteroidais ramificados, quando uma das insaturacdes é a
ligacdo dupla endociclica localizada entre C-5 e C-6 (8¢ 121,71 e 138,30
ppm) e a outra entre C-22 e C-23 (8¢ 129,29 e 140,77 ppm). Além
desses sinais, foi observado também um sinal em 71,82 ppm
correspondente ao C-3 ligado a uma hidroxila (Tabela 6).

A comparagcdo desta mistura com padrdes dos esterois
encontrados nosso laboratério de pesquisa, juntamente com a
comparacdo dos deslocamentos quimicos de RMN de *H e RMN de **C
com os registrados na literatura (KOVGANKO, 2000, FORGO e
KOVER, 2004) indica que os dois compostos presentes na M2 sio o -
sitosterol e o estigmasterol (Figura 24), corroborando com 0s muitos
relatos da literatura, em que o fitoesterol B-sitosterol geralmente vem
acompanhado de pequenas quantidades de estigmasterol e também com
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a fitoquimica do género, visto que o B-sitosterol ja foi isolado em
Eugenia moraviana.

Tabela 6. Comparagdo dos valores de deslocamentos de RMN “*C
dos esterdis que compdem a mistura M2 (1-sitosterol e estigmasterol) com
valores descritos na literatura.

5 3C (ppm) (100 MHz)

Carbono
B-sitosterol ® B -sitosterol ®  Estigmasterol ¢ Estigmasterol °
3 71,8 71,82 72,0 71,82
5 140,8 140,77 140,8 140,77
6 121,7 121,71 121,8 121,71
22 34,0 33,97 138,3 138,30
23 26,2 26,13 129,7 129,65

* KOVGANKO, 2000, ” presente na mistura, * FORGO e KOVER, 2004

B -sitosterol estigmasterol

Figura 25. Estrutura dos esterdis presentes em M2.

A fracdo 11 foi purificada por recristalizacgdo em metanol
fornecendo 43,0 mg de um sélido branco, com ponto de fusdo 225,0 —
226,0 °C. A anélise do espectro de infravermelho, do RMN 'H e *3C,
juntamente com comparagdo por CCD desta fracdo com a M1, mostrou
que essa fracdo se trata da mesma mistura de triterpenos (uvaol e
eritrodiol) encontrada na fracéo hexano.
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Da coluna 7 foram obtidas 23 fragdes, sendo que nas fracGes 4-5
foi obtido um precipitado que quando analisados em CCD e revelado
com anisaldeido mostrou perfil de terpendide. As fracdes 6-12 foram
reunidas para serem recromatografadas.

A fracdo 4-5 foi purificada por recristalizacdo em metanol
fornecendo 26,3 mg do C2, na forma de um sélido branco, que degrada
antes que seja observado o seu ponto de fuséo.

O espectro de infravermelho em pastilha de KBr (Figura 26)
apresentou um perfil de absorc¢éo tipico de estruturas triterpénicas. Uma
banda intensa e larga com maximo de absorcdo em 3451 cm™
caracteristica do estiramento da ligacdo O-H; um grupo de bandas de
absorcdo para estiramentos C-H na regi&o de 2980-2840 cm™, cuja alta
intensidade indica a presenca de uma grande cadeia hidrocarbonada ndo
linear. Além disso, observou-se uma banda em 1687 cm™,
correspondente a absorcdo de C=0 de acido. Esta banda juntamente com
a banda referente a estiramento de O-H sinaliza a presenca de um acido
carboxilico.

Figura 26. Espectro de Infravermelho (KBr) de C2.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H (CD3;OD /400MHz) de C2.

No espectro de RMN de *H (Figura 27), sdo observados entre
outros sinais, seis singletes entre 0,80 e 1,40 ppm referentes a metilas de
triterpenos. O triplete centrado em 5,28 ppm para um &atomo de
hidrogénio ligado a carbono sp?, indica a presenca de uma ligac&o dupla
trissubstituida. O duplo duplete observado em 3,12 ppm é caracteristico
do H-3 carbindlico de triterpenos.

Observa-se que nos esterdis, este H-3 forma um multiplete pelo
acoplamento com dois grupos metilenos vizinhos (2-CH, e 4-CH,). Nos
triterpenos, a presenca de duas metilas em C-4, faz com que o H-3
acople somente com os hidrogénios axial e equatorial do metileno C-2,
resultando em um sinal com a forma de um duplo-duplete.

O triplo duplete em 2,55 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio
vizinho a dupla ligacdo e a um carbono oxigenado. O deslocamento
quimico deste 4&tomo de hidrogénio para campo mais baixo é justificado
pelos efeitos de desprotecdo anisotrpica conferido pela carbonila do
grupo &cido carboxilico, por exemplo, e pela ligagéo dupla.
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Figura 28. Espectro de RMN **C (CD;0D/100 MHz) de C2.

O espectro de RMN **C (Figura 28) mostrou a presenca de 27
sinais, deixando duvida quanto ao tipo de esqueleto triterpénico. O sinal
em 183,33 ppm corresponde a carbonila de éacido. Foi observado
também, os sinais 139,95 e 129,48 ppm que correspondem aos carbonos
da dupla ligacdo endociclica. Observa-se também a presenca de dois
sinais caracteristicos de carbonos ligados a OH em 79,19 e 73,54 ppm,
este ultimo referente a um carbono néo hidrogenado, e o sinal em 79,19
ppm corresponde ao C-3, ligado a uma hidroxila.

Com estas analises a elucidagéo da estrutura do composto C2 nédo
foi completada ate 0 momento, e mais analises serdo feitas para isso.

A fracdo 6-12, obtidas da coluna cromatografica 6, foi
recromatografada em coluna de silica gel (coluna 8), utilizando como
eluentes uma mistura de hexano/acetato de etila com gradiente crescente
de polaridade. Dessa coluna foram obtidas 6 fracdes, sendo que nas
fracBes 2, 3 e 4 foi obtido um precipitado com perfil de triterpenoide.
Essas fracbes foram purificadas por recristalizagdo em metanol
fornecendo um s6lido branco sem ponto de fusdo. A anlise do espectro
de infravermelho, juntamente com comparacdo por CCD destas fraces
com de C2, mostrou que essas fragdes se tratam do mesmo composto
que o C2.
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5.1.2.4. Fracionamento da fracdo butanol

Do fracionamento cromatogréfico da fracdo butanol (Figura 12,
pagina 28) foram obtidas 31 fracdes, que foram reunidas conforme sua
semelhanca através de analise via cromatografia em camada delgada.

As fragdes reunidas 20-22 foram recromatografadas em coluna de
silica gel (coluna 10), rendendo 31 fracGes, sendo que na fragdo 2 foi
obtido um precipitado de coloracdo amarela que quando analisado em
CCD e visualizado no UV mostrou-se impuro e apresentou perfil de
flavonoide. Essa fracdo, denominada M3, degradou antes da sua fuséo e
foi analisada por eletroforese capilar, por apresentar perfil de flavonoide,
e por RMN de *H. Néo foi possivel a realizacdo de outras analises, como
RMN de *3C e dept, devido a pouca quantidade de amostra obtida.

O espectro de RMN de 'H de M3 (Figura 29) mostra a presenca
de 9 sinais na regido de hidrogénios aromaticos além de dois singletes
em 3,81 e 3,82 ppm referentes a duas metoxilas. Considerando-se que
essa mistura apresentou perfil de flavondide em analise via CCD,
juntamente com o fato que o0s sinais no espectro apresentam dois
padrbes de integracdo distintos, confirma-se que M3 trata-se de uma
mistura.

constantes de acoplamento (J) de M3.



50

Os sinais com maiores valores de integracdo (~1,00), dois
dupletes em 6,39 e 6,18 ppm com constante de acoplamento para
hidrogénios meta relacionados, J = 1,95Hz, foram atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, do anel A dos flavonbides. O
duplete em 7,74 ppm (J = 2,15 Hz, H2’), juntamente com o duplete em
6,89 (J =8,59 Hz, H5) e o duplo duplete em 7,64 (J; =859 Hze J, =
2,15 Hz, H6’) indicam o padrdo de substituicdo 3°, 4’ do anel B. Estes
dados permitem propor a estrutura como sendo a 3,5,7,3°,4°
pentahidroxiflavona, ou seja, o flavonoide quercetina (Figura 30).

Dos sinais com menores valores de integracdo (~0,80), o sinal
mais desblindado, um duplete em 7,79 ppm (J = 8,98 Hz) foi atribuido
ao H-5, sendo que a presenca de um hidrogénio nessa posi¢cdo ndo é
comum devido a rota biossintética dos flavonoides. Este sinal,
juntamente com o duplo duplete em 6,47 ppm (J; = 8,98 Hz e J, = 2,54
Hz) e o duplete em 6,42 ppm (J = 2,54 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios H-5, H-6 e H-8, respectivamente, do anel A. O duplete em
6,81 ppm (J = 1,37 Hz, H2’), juntamente com o duplete em 6,70 (J =
7,81 Hz, H5’) e o duplo duplete em 6,67 (J; = 7,81 Hz e J, = 1,37 Hz,
H6’) indicam o padrdo de substituicdo 3, 4° do anel B, sendo as duas
metoxilas os substituintes nesse anel, visto que o padrdo de integracao
das metoxilas € o mesmo dos demais hidrogénios desse flavondide.
Outro fato que reforca a posi¢do das metoxilas nos carbonos 3°, 4* ¢ o
fato que o duplete em 6,81 ppm quando expandido apresenta um ombro
largo indicando um acoplamento a longa distancia. O mesmo ¢é
observado nos sinais das metoxilas. Estes dados permitem propor a
estrutura do outro flavonodide que compde a mistura M3 como sendo o
flavondide 7 hidroxi- 3°, 4’dimetoxiflavanol (Figura 30).

Quercetina 7 hidroxi- 3°, 4’dimetoxiflavanol

Figura 30. Estrutura dos flavonoides presentes em M3.



o1

52. ANALISE DAS AMOSTRAS VEGETAIS DO POR
ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar tem sido muito usada como método de
separacao de produtos naturais. A vantagem desta técnica ¢ a rapidez de
analise, uso de pouca quantidade de amostra e baixo consumo de
solventes (ZHANG et al., 2008). Nesta técnica, a separacdo de
compostos ocorre devido a migracdo diferencial de compostos idnicos
ou ionizaveis ap6s a aplicacdo de um campo elétrico, sendo que a
separacdo depende da carga e tamanho dos ions e do fluxo
eletroosmotico, resultado das cargas das paredes internas do capilar ap6s
aplicacdo do campo elétrico, em um dado pH (SUNTORNSUK, 2002;
ISSAQ, 2000). A eletroforese capilar é especialmente utilizada para a
separacdo de compostos fenolicos, como os flavondides (GOMEZ-
ACARVACA et al., 2005; NONG et al., 2005), pois estes compostos
sdo acidos fracos e estdo carregados negativamente em valores de pH
altos, proximos a pH 10. O registro dos compostos é geralmente feita
através de detectores por ultravioleta (UV).

Em produtos naturais, os flavondides e compostos fendlicos estdo
geralmente associados a agUcares atraveés de ligagdes O-glicosidica ou
C-glicosidica, formando os heterosideos. Portanto, foram feitas analises
das amostras vegetais, antes e apds a hidrolise acida, gerando as
agliconas e acUcares. Apenas as ligagcbes O-glicosidicas sdo clivadas
através da hidrélise acida (HCI). A analise da amostra vegetal antes e
apos a hidrélise permite uma vizualizacdo da composicdo flavonoidica
dos extratos, sob a forma de glicosideos e de aglicona, comparando com
padroes.

Foram analisados o extrato bruto hidroalcodlico de E.
umbelliflora, as fragGes acetato de etila, butanol e aquosa e a mistura de
flavonoides (M3) isolada da fragdo butanol. Em uma primeira analise as
amostras, com excec¢do de M3 foram simplesmente centrifugadas por 5
min e injetadas no aparelho sem diluicdo. Nesta etapa, as amostras
representadas pelas fragdes acetato de etila e butanol se mostraram mais
viaveis para uma analise posterior, sob o ponto de vista qualitativo e
guantitativo. Nao foi possivel identificar nenhum composto nas
amostras representadas pelo extrato bruto e fracdo aquosa devido a
elevacOes da linha de base. Para tentar minimizar este efeito, todas as
amostras foram diluidas quatro vezes com uma solucdo de etanol/agua
50%. Mesmo assim ndo foi possivel a identificacdo de compostos
flavonoidicos no extrato bruto e na fracdo aquosa.
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As amostras representadas pelas fragdes acetato de etila e butanol
continuaram a apresentar o mesmo perfil apds diluidas. Para facilitar a
andlise e identificacdo dos compostos, fez-se a hidrdlise &cida destas
amostras e comparou-se com as amostras ndo hidrolisadas (Figuras 31 e
32, para as fracBes acetato de etila e butanol respectivamente). Essa
comparagdo mostrou que 0s picos existentes antes da hidrélise sumiram
apos este processo, 0 que indica que os flavondides presentes nas
fracOes acetato de etila e butanol séo flavonodides do tipo O-glicosilados.

DADTE Sg=390 I0Re=o (DTEUGENAIAGO0IO5)
mau ) o 3
Apés a hidroélise

1 2
DADI E, 5ig=3%0, 10 Ref=off (D1EUGENIATIAGO006 )

Antes da hidrélise M

Figura 31. Eletroferograma antes e apds a hidrdlise da fracdo acetato de
etila.

DADIE, Sig=3%,10 Ref=of (D\EUGENIALIAGOOLL D)

m Depois da hidrélise

1 2
DADIE, Sg=3%0 10 Ref=of (D\EUGENIALIAGO007.D)

Antes da hidrélise

T T T T T T T
1 2 4 5 6 7 8 mi

Figura 32. Eletroferograma antes e apds a hidrdlise da fracdo butanol.
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Apos o procedimento de hidrolise nas fracdes acetato de etila e
butanol, identificou-se, por analise dos espectros de ultravioleta (UV),
quatro flavonoides na forma de aglicona, denominados canferol (1),
eriodictiol (2), miricetina (3) e quercetina (4), sendo o eriodictiol uma
flavanona e os demais flavonois. Na Figura 33 encontram-se 0s
espectros de UV obtidos para os picos 1-4, e as respectivas estruturas
dos compostos.
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Figura 33. Espectros de UV dos flavonoides identificados.

Para a quantificacdo destes flavondides foram feitas curvas
analiticas cuja faixa linear variou de 20 a 100 mg L™ (quercetina e
eriodictiol), 40 a 200 mg L™ (miricetina) e 5 a 30 mg L™ (canferol),
sendo que, as figuras de mérito sdo mostradas na Tabela 7. A
quantificacdo dos flavonodides identificados esta apresentada na Tabela
8.
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Tabela 7. Figuras de mérito da analise de flavondides em extratos de
Eugenia umbelliflora.

Composto  R? a b LOD* LOQ*
Eriodictiol 09927 0,656 0,040  -3,956 +2,483 11,36 37,86
Canferol 09949 0526+0,022 0,151 0,392 2,24 7,45
Miricetina 09935 0,271+0,015  -4,609 +,933 21,38 71,27
Quercetina  0,9892 0,427+0,032 -3,251+,973 13,86 46,20

Y = aX + b; *em mg L™, calculados a partir do desvio padrdo do Intercepto.
LOD-= limite de determinacdo e LOQ = limite de quantificacéo.

Tabela 8. Quantificacdo dos flavondides nas fracBes acetato de etila e
butanol obtidas a partir do fracionamento liquido do extrato bruto das folhas
de E. umbelliflora.

Fracéo Quercetina* Miricetina* Eriodictiol* Canferol*

Acetato de 1140,05 £ 106,50 2238,76 + 187,99 425,77 + 44,16 292,92 + 50,30
etila

Butanol 837,66 + 8,30 3202,26 + 36,01 739,58 + 8,23 93,31+21,27

*em mg L™

Dos quatro flavonéides identificados nas fracdes acetato de etila e
butanol apds a hidrdlise, a miricetina € a que aparece em maior
guantidade nas duas fragBes, sendo que esta presente em maior
guantidade na fracdo butanol. Além disso, pode-se observar que 0s
flavonois (quercetina, miricetina e canferol) representam 90% dos
flavonoides analisados da fracdo acetato de etila e 85% da fragdo
butanol.
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Figura 34. Eletroferograma e espectro de UV de M3

O eletroferograma obtido de M3, isolado da fracdo butanol,
apresentou um Gnico pico majoritario (Figura 34). A analise no espectro
de UV (Figura 33) para esse pico, através de comparagdo com o banco
de dados, mostrou que M3 trata-se do flavonodide quercetina. Este
resultado corrobora parcialmente com os resultados obtidos através da
analise do espectro de RMN de *H, onde foi possivel concluir que a
mistura € composta dos flavondides quercetina e 3°, 4°
dimetoxiquercetina.

Os flavonoides identificados através de EC estdo em
concordancia com gquimiotaxionomia do género Eugenia, ja que seus
esqueletos ja foram descritos anteriormente neste género. Os
flavonoides com o nicleo quercetina e miricetina, tanto na forma de O-
glicosidica como na forma de aglicona foram também encontrados na
fracdo acetato de etila das folhas de E. brasiliensis através da analise por
eletroforese capilar (MAGINA, 2009).

5.3. AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS



56

5.3.1. Atividade Alelopética

A alelopatia é um fendmeno que engloba todas as interferéncias
desencadeadas entre plantas, incluindo microorganismos, provocadas
pela liberacdo de substancias quimicas por eles elaborados, através dos
tecidos vivos ou mortos, que abrange efeitos benéficos ou prejudiciais
provocados por um organismo sobre outro.

Este fendbmeno estd relacionado a capacidade de uma planta
interferir na germinacdo de sementes e/ou no crescimento de outras
espécies vegetais, influenciando o seu desenvolvimento por meio de
compostos quimicos que sao liberados na atmosfera ou no solo
(MEDEIRQS, 1990).

Diferentes compostos quimicos, como &cidos fendlicos,
cumarinas, terpendides, flavonoides, alcaldides, taninos e quinonas
complexas podem ser o0s responsaveis pelos efeitos alelopaticos
observados nas plantas (EINHELLIG, 1986; MEDEIROS, 1990).
Compostos fendlicos como os acidos benzdicos substituido e cindmicos,
as cumarinas e os flavondides estdo entre 0s mais comumente
associados com a agdo alelopética (EINHELLIG, 1986).

Para que seja indicada como planta teste, a espécie deve
apresentar germinacdo rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade
que permita expressar o0s resultados sob baixas concentracBes das
substancias alelopéticas (FERREIRA e AQUILA, 2000).

A utilizagdo das sementes de alface como paradmetro para avaliar
o efeito de substancias e de extratos de vegetais na germinagdo é
promissor, principalmente em relacdo a fatores como tempo, custo e
espacgo. As sementes de alface germinam em poucos dias em condic¢des
ideais, entre 4 e 6 dias, proporcionando rapidos resultados. Estas
sementes comerciais podem ser adquiridas com facilidade a custo baixo
e os testes podem ser realizados em placas de Petri, facilmente
manipuladas na cdmara de germinacao.

Para determinar se um extrato ou composto possui atividade
alelopatica, utiliza-se o bioensaio que avalia 0 potencial de inibi¢&o, ou
até mesmo, a estimulacdo na germinacdo de sementes de espécies
silvestres ou de cultura. Para sementes de cultura, as quais sao
preparadas para germinar 100%, avalia-se somente a inibigdo, enquanto
a estimulacdo causada por muitos aleloquimicos ndo é detectada. Tal
resposta pode ser observada em sementes silvestres (EINHELLIG,
1986).
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O teste alelopatico aplicado ao extrato bruto, fracdes e cera
epicuticular de E. umbelliflora foi avaliado através de germinacdo de
sementes de Lactuca sativa e do desenvolvimento da plantula.

As amostras foram testadas em quatro diferentes concentragoes.
A germinacdo de sementes de L. sativa foi avaliada através do indice de
velocidade de germinacéo, que consistiu na observacdo da relacdo entre
0 nlmero de sementes germinadas e 0 tempo para germinar. Quanto
menor a percentagem de velocidade de germinagdo, maior o efeito
alelopatico inibitorio. Os resultados obtidos no controle (auséncia do
extrato vegetal) em relagdo a velocidade de germinagdo de sementes e
desenvolvimento da plantula foram considerados como 100%.

Através da Figura 35 observa-se que a fracdo diclorometano
(FDCM) foi a amostra vegetal mais eficaz em inibir a germinacdo de
sementes de alface, sendo que nas concentragdes de 1,0 e 2,0% néo
houve germinacdo. Outra fracdo de destaque € a acetato de etila (FAE),
gue na concentracdo de 2,0% inibiu a germinacdo de sementes de alface
em cerca de 97%. Para a cera epicuticular de E. umbellifora ndo se
observou efeito alelopatico inibitorio, sendo que nas concentracdes de
0,5 a 2,0% foi observado estimulo na germinacéo.
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Figura 35. Velocidade de germinagdo de sementes de L. sativa na presenca
de extratos vegetais de E. umbelliflora.
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Em relagdo ao desenvolvimento da plantula (Figura 36), foram
observados comportamentos distintos para as amostras vegetais. Para a
cera epicuticular, por exemplo, observou-se estimulo do crescimento da
radicula para todas as concentracdes testadas, e estimulo do crescimento
do hipocétilo nas concentragdes de 0,25 e 1,0%. J& o extrato bruto
estimulou o crescimento da radicula e hipocétilo nas concentracdes de
0,25 e 0,50%, enquanto as demais concentragBes inibiram o
crescimento. A fragdo diclorometano na concentragdo de 0,25 % foi a
que teve o maior indice de inibigdo de crescimento do hipocotilo,
aproximadamente 60%, sendo que nas demais concentra¢fes ndo houve
desenvolvimento da pléntula.

140%

Figura 36. Comprimento da radicula (CR) e do hipocétilo (CH) de L. sativa
na presenca de extratos vegetais de E. umbelliflora.

5.3.2. Atividade Antibacteriana

O homem tem usado plantas desde a antiguidade para tratar
doencas infecciosas comuns, e alguns desses usos tradicionais ainda
estdo incluidos como parte de tratamentos para varios males. As
bactérias sdo freqlientemente causa de varias infeccdes, e apresentam
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importante risco para a salde publica, principalmente quando se tratam
de infec¢des hospitalares (RIOS e RECIO, 2005).

Nos dltimos anos, muitos microorganismos patogénicos
resistentes em humanos tem se desenvolvido devido ao uso
indiscriminado de medicamentos antimicrobianos comerciais usados no
tratamento de doencas infecciosas. Esta resisténcia prolifera-se
rapidamente através de transferéncia genética, atingindo algumas das
principais bactérias gram-positivas, como enterococos e estafilococos e
bactérias gram-negativas como as enterobactérias e a Pseudomonas
aeruginosa (SILVEIRA et al., 2006).

O problema da resisténcia bacteriana é crescente e a perspectiva
futura do uso de farmacos antibacterianos é incerta. Por este motivo,
torna-se imperativo o estudo acerca de novas substancias, sejam elas
sintéticas ou naturais (NASCIMENTO et al.,, 2000). Este fato,
conjuntamente com os efeitos adversos causados pelos antibioticos, tem
levado a busca de novas substéncias antimicrobianas em diversas fontes,
incluindo as plantas medicinais.

Plantas do género Eugenia possuem uma variedade de atividades
bioldgicas, entre elas destacam-se a atividade antimicrobiana, verificada
em algumas espécies, como Eugenia beaurepaireana e Eugenia
brasiliensis (MAGINA et al., 2009a). A prépria espécie em estudo nesse
trabalho apresentou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas (MACHADO et al., 2005). Esse fato levou ao interesse da
avaliacdo do extrato bruto e fracBes de Eugenia umbellifora, contra
outras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinacédo
da concentracao inibitdria minima (CIM) do extrato bruto, das fragdes e
da mistura dos triterpenos uvaol e eritrodiol isolados de E. umbelliflora.

As amostras vegetais foram incubadas em presenca do inoculo
bacteriano a 36°C por 24 horas. Ap6s essa incubaco inicial adicionou-
se 10 pL de cloreto de 2,3,5 trifenil-tetrazolio (5% v/v) em metanol, a
cada microcavidade da placa utilizada no experimento. Em seguida,
realizou-se outra incubacdo em aerobiose por 30 minutos a temperatura
de 36°C, onde foi possivel verificar a mudanga de coloracdo para
vermelho nos micropogos onde ha presenca de bactérias viaveis, ou seja,
onde os extratos, fragdes e compostos ndo foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano. O teste de tetrazolio baseia-se na atividade das
enzimas desidrogenases presentes nos processos respiratorios dos
tecidos. Durante a respiracdo celular, ocorre a liberacdo de ions
hidrogénio, com os quais o sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio reage
formando uma substancia de cor vermelha e insollvel, denominada de
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formazam (JOHNSON et al., 1985; RAHMAN et al., 2004). Entdo, a
concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada a menor
concentragdo onde ndo houve crescimento bacteriano.

A Tabela 9 resume o critério usado para avaliagdo da atividade
antibacteriana baseada na concentracéo inibitéria minima (CIM).

Tabela 9 Classificagdo de atividade antibacteriana para extratos
vegetais e compostos isolados.

Valor de CIM Atividade Extratos Atividade Compostos
(bg.mL™ MACHADO et al., 2005 RIOS e RECIO 2005
<que 10 Excelente Excelente
10 a 100 Boa Moderada
100 a 500 Moderada -
500 a 1000 Fraca -
> que 1000 Nula -

Considerando a classificagdo acima e os resultados da Tabela 10,
0 extrato bruto (EB) mostrou excelente atividade contra MRSA (CIM=
6,1 pg.mL™), boa atividade contra as bactérias Gram-positivas Listeria
monocytogenes (CIM= 78,0 ug.mL™) e Staphylococcus aureus (MIC =
15 pug.mL™), e atividade moderada contra Staphylococcus epidermidis
(CIM = 180,0 pg.mL™). J& contra as bactérias Gram-negativas testadas,
0 extrato bruto se mostrou inativo.

As fragGes hexano (FH), diclorometano (FDCM) e acetato de
etila (FAE) também mostraram boa atividade contra todas as bactérias
Gram-positivas testadas, particularmente no caso da MRSA, com um
valor de CIM menor que 4 pg.mL™, onde a atividade antibacteriana foi
considerada excelente.

Essa alta atividade antiestafilococal observada tanto nas fragdes
hexano, diclorometano e acetato de etila quanto no extrato bruto é um
resultado muito importante visto que S. aureus € uma das bactérias que
apresenta maior resisténcia (RIYAZ-UL-HASSAN et al., 2008). S.
aureus nao é resistente apenas a meticilina, mas também a uma grande
gama de agentes antimicrobianos, o que torna o tratamento muito dificil.
Este resultado é muito promissor, e torna importante o isolamento dos
compostos responsaveis por esse efeito.

O fato das fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila serem
mais ativas que 0 extrato bruto sugere que 0s compostos ativos
encontram-se nessas fracbes. A mistura de triterpenos (M1) uvaol e
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eritrodiol isolada das fracdes hexano e acetato de etila apresentou uma
moderada atividade contra Listeria monocytogenes segundo a
classificacdo de RIOS e RECIO (2005), sendo inativa para as demais
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas. Portanto, a
significante atividade da fracdo acetato de etila pode ser atribuida a
presenca de flavonoides, cuja presenca foi detectada por eletroforese
capilar, ou outros compostos fendlicos nessa fragdo. Sabe-se que essa
classe de compostos pode complexar com as células da bactéria
impedindo seu crescimento e multiplicagdo (COWAN, 1999; CUSHNIE
e LAMB, 2005).

Por outro lado, a promissora atividade contra bacterias Gram-
positivas das fragdes hexano e dicloro metano pode ser explicado pela
presenca de compostos de baixa polaridade, como esterois e triterpenos.
O mecanismo de ac¢ao destes compostos ndo é totalmente compreendido,
mas tem sido especulado que envolve o rompimento da membrana por
compostos lipofilicos (COWAN, 1999).

As fragBes mais polares mostraram uma atividade discreta. A
atividade da fracdo butanol (FB) contra L. monocytogenes e S. aureus
foi considerada moderada. Contudo, para as demais bactérias e para
MRSA esta fragdo foi inativa, resultando somente em uma fraca
atividade contra S. epidermidis. Similarmente a fracdo aquosa (FA) foi
inativa contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas.
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Tabela 10. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM - pg.mL™) de extratos,
fracdes e uma mistura de triterpenos de Eugenia umbelliflora.

EB FH FDCM FAE FB FA MT Gent Vanc
Bactérias Gram-
positivas

Listeria 78,0 12,0 12,0 7,0 190,0 >1000 24,0 0,2 0,1
monocytogenes

ATCC 35152

MRSA" ATCC 6,1 3,0 15 0,75 >1000 >1000 380,0 >100 0,2
43300

Staphylococcus 180,0 12,0 23,0 15,0 710,0 >1000 190,0 0,1 0,1
epidermidis ATCC

12228

Staphylococcus 15,0 15,0 15,0 15,0 1950 >1000 190,0 1,0 0,05
aureus ATCC

25923

Bactérias Gram-
negativas

Citrobacter freudii >1000 980,0 980,0 >1000 780,0 >1000 190,0 6,0
ATCC 8090

Enterobacter >1000 920,0 980,0 >1000 >1000 >1000 190,0 6,0
cloacae ATCC

13047

Escherichia coli >1000 >1000 >1000 >1000 780,0 >1000 190,0 6,0
ATCC 25922

Pseudomonas >1000 >1000 >1000 780,0 390,0 >1000 190,0 1,0
aeruginosa ATCC

27853

Salmonella >1000 920,0 980,0 >1000 >1000 >1000 380,0 6,0
typhimurium ATCC

14028

Shigella flexinerii >1000 >1000 >1000 >1000 7100 >1000 190,0 31
ATCC 12022

Gent = Gentamicine; Vanc = Vancomycin; ATCC = American Type Collection
Culture; EB = Extrato Bruto; FH = Fragdo Hexano; FDCM = Fracdo
Diclorometano; FAE = Fragdo Acetato de Etila; FB = Fracdo Butanol, FA =
Fracdo Aquosa; MT = Mistura de Triterpenos.

5.3.3. Atividade Antinociceptiva

A dor foi conceituada, em 1986, pela Associacdo Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) como uma “experiéncia sensorial e
emocional desagradavel a qual esta associada a leséo tecidual real ou
potencial ou descrita em termos de tais lesdes”. Portanto a dor possui,
dentre outros, um carater subjetivo. Cada individuo aprende a utilizar
este termo através de suas experiéncias. Este conceito ndo admite uma
relacdo direta entre lesdo tecidual e dor, e enfatiza o aspecto da
subjetividade na interpretacdo do fendmeno doloroso (LOESER e
MELZACK, 1999; MERSKLEY, 1991).
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Os receptores da dor (nociceptores) na pele e em outros tecidos
estdo presentes em terminacBGes nervosas livres sensiveis a estimulos
dolorosos. A atividade no nociceptor e a via nociceptiva e outros
processos neurofisioldgicos induzidos pelo estimulo doloroso €
chamado de nocicep¢do (DICKENSON, 1997). Enquanto a dor
representa uma percepcdo subjetiva com uma dimensao psicolégica, a
nocicepcdo consiste na recepgdo dos estimulos pelos nociceptores que
codificam sinais para fornecer informacdes ao SNC da existéncia da
lesdo. Portanto dor seria o termo mais apropriado para o homen,
enquanto que nocicepcdo seria 0 mais indicado para animais
experimentais (WALL e MELZACK, 1999; JULIUS e BASBAUM,
2001).

O modelo de nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de
formalina em camundongoa permite avaliar dois tipos distintos de
nocicepcdo: a de origem neurogénica, devido a estimulacdo direta das
fibras nociceptivas, e a de origem inflamatoria, caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatérios (HUNSKAAR e HOLE, 1987,
TJZLsen et al., 1992)

Os resultados apresentados na Figura 37 mostram que o extrato
bruto (30-300 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de inibir a fase neurogénica (12
fase: 0-5 min) da nocicepcéao induzida pela formalina. J& a segunda fase
deste modelo, a fase inflamatéria, foi reduzida de forma parcial, mas
signiticativa, sendo que na maior dose testada (300 mg/kg) ocorreu uma
inibicdo da nocicepcdo de 37+ 10 %.
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Figura 37. Efeito antinociceptivo do extrato bruto de Eugenia umbelliflora
(30 - 300 mg/kg) administrado pela via oral em relacdo a primeira (A) e
segunda (B) fase da nocicepcdo induzida pela formalina (2,5%) em
camundongos. As barras representam a média de 5 a 7 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia:
*p<0,05 comparados ao grupo controle (C) pelo teste de Newman-Keuls.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas com este trabalho foram:
A) Em relacdo ao estudo fitoquimico:

- O estudo fitoquimico de Eugenia umbelliflora levou ao
isolamento e identificagdo de uma mistura de triterpenos, uvaol e
eritrodiol, das fracbes hexano e acetato de etila, de uma mistura de
esterdis, [1-sitosterol e estigmasterol, da fracdo acetato de etila, e uma
mistura de flavonoides, quercetina e um derivado da quercetina, a 3°, 4’
metoxiquercetina, da fracdo butanol. Além desses compostos, foram
isolados dois compostos cujas estruturas ndao foram completamente
elucidadas ate 0 momento.

- A andlise das fragfes acetato de etila e butanol de Eugenia
umbelliflora através de eletroforese capilar levou a caracterizagdo dos
flavonoides quercetina, mirecetina, canferol e eriodictiol, apés a
hidrélise dos extratos, mostrando que estdo presentes nessas fracoes
flavondides glicosilados derivados dessas agliconas.

B) Em relacédo ao estudo das atividades bioldgicas:

- O extrato bruto, fracbes e cera epicuticular de Eugenia
umbelliflora apresentaram discreta atividade alelopatica, com excecédo
da fracdo diclorometano, que foi a amostra vegetal mais eficaz em inibir
a germinacdo de sementes de alface.

- A atividade antibacteriana do extrato bruto, das fracdes e da
mistura de triterpenos, foi avaliada contra quatro bactérias Gram-
positivas (sendo uma resistente a meticilina - MRSA) e seis bactérias
Gram-negativas. Os melhores resultados foram obtidos para o extrato
bruto, e para as fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila, que
mostraram atividade em varios niveis, variando de moderada a excelente
contra todas as bactérias Gram-positivas testadas, particularmente no
caso da MRSA, onde a atividade antibacteriana foi considerada
excelente. Ja a mistura de triterpenos, uvaol e eritrodiol, isolada das
fragdes hexano e acetato de etila apresentou uma moderada atividade
contra Listeria monocytogenes, sendo inativa para as demais bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas testadas.
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- O extrato bruto ndo demonstrou relevante atividade anti-
inflamatdria, ndo sendo capaz de inibir a fase neurogénica (12 fase: 0-5
min) da nocicepgdo induzida pela formalina, e reduzindo apenas
parcialmente a segunda fase deste modelo, a fase inflamatéria.

Os resultados obtidos com esse trabalho levam a concluir que a
espécie testada apresenta metabolitos secundarios interessantes e grande
potencial bioldgico, o que permite a continuacdo do estudo em varias
frentes de trabalho.
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